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SOMMAIRE 
Les travaux de recherche qui sont présentés dans cette thèse touchent tous des aspects de 
l'étude de la régulation de l'expression des gènes, un des principaux axes de recherche de notre 
laboratoire. Ceux-ci sont aisément séparables en quatre chapitres, décrits ci-dessous. Le 
deuxième et le quatrième ont fait l'objet d'une publication, alors que le troisième se veut une 
description d'une méthodologie expérimentale et d'analyse que nous avons mise au point. 
Dans le premier chapitre, une introduction générale est donnée sur des notions préalables à la 
compréhension de cette thèse. Cette section se veut une synthèse de la littérature pertinente. 
Dans le deuxième chapitre, en utilisant des données d'immunoprécipitation de la chromatine 
suivie de séquençage à haut débit, nous avons identifié des facteurs génétiques et 
épigénétiques pouvant distinguer les régions génomiques où se trouve le variant d'histone 
H2A.Z de celles où il ne se trouve pas. Essentiellement, parmi les 37 modifications post-
traductionnelles des histones étudiées, l'acétylation de la lysine 18 de l'histone canonique H3 
(H3K18ac) est celle qui permet de mieux discriminer ces régions. Une recherche traditionnelle 
de motifs effectuée sur les séquences les plus associées avec H2A.Z dans le génome humain a 
identifié plusieurs motifs candidats, mais aucun n'a pu expliquer le positionnement de H2A.Z 
observé à l'échelle génomique. Cependant, une analyse basée sur un modèle de flexibilité des 
séquences d'ADN a permis de classifier correctement une majorité de séquences où se 
trouvent des nucléosomes possédant le variant d'histone H2A.Z, et a pu récapituler le 
positionnement des nucléosomes H2A.Z observé aux promoteurs in vivo. En bref, nous avons 
montré que des critères à la fois épigénétiques et génétiques permettent de prédire si une 




Dans le troisième chapitre, je décris des techniques de biologie moléculaire et de 
bioinformatique que nous avons mises au point pour l'analyse de la structure de la chromatine 
au promoteur du gène p21WAF,/api. La procédure expérimentale, les détails de la construction 
de la librairie de reséquençage sélectif, la méthodologie d'analyse des résultats ainsi qu'une 
validation de la méthodologie sur des données simulées sont décrits. 
Dans le quatrième chapitre, je décris un outil bioinformatique que nous avons publié, nommé 
PCRTiler, qui nous a été utile dans le laboratoire pour la conception automatisée et à grande 
échelle d'amorces PCR spécifiques et ayant des conditions d'utilisation similaires. 
Essentiellement, nous avons automatisé la tâche que les biologistes faisaient à la main pour 
concevoir des amorces PCR. En premier lieu, PCRTiler utilise l'application Primer3 pour 
identifier une multitude de paires d'amorces candidates qui possèdent les caractéristiques 
physiques spécifiées par l'utilisateur. Par la suite, le programme BLASTN est utilisé pour 
identifier tous les sites d'hybridation potentiels dans le génome d'intérêt. Finalement, on 
s'assure qu'une paire d'amorces n'entraînera pas l'amplification de plus d'un fragment d'ADN 
étant donné la liste des sites d'hybridation potentiels. Cet outil a été mis à la disposition du 
public sur un serveur web. L'outil a été validé expérimentalement par la conception et la 
validation expérimentale de 123 paires d'amorces dans la région intergénique des gènes 
CYP1A1 et CYPIA2. Parmi celles-ci, 96 (78%) ont fonctionné dès les premiers essais, et 105 
(85%) ont fonctionné après une légère optimisation des conditions expérimentales. Une 
tentative initiale de concevoir manuellement des paires d'amorces dans les régions qui n'ont 
pas fonctionné n'a pas mené à une amplification satisfaisante et spécifique, indiquant que les 
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Une étape cruciale de l'expression d'un gène, sa transcription, est un processus complexe 
impliquant une variété de molécules, dont la connaissance des principes de base est essentielle 
à la compréhension de cette thèse. Par conséquent, dans ce chapitre d'introduction nous nous 
concentrerons sur divers aspects de la transcription eucaryote pertinents aux travaux de 
recherche présentés. 
1.1 Transcription eucaryote 
On distingue trois classes de gènes, différenciés selon leur produit final et leur mode de 
transcription (Alberts et ai, 2002). La transcription désigne le processus par lequel une partie 
d'un gène, formé d'un polymère d'acide désoxyribonucléique (ADN), est reproduit en un 
polymère d'acide ribonucléique (ARN). Les gènes de classe I, transcrits par l'ARN polymérase 
I, codent pour les grosses sous-unités ribosomales (ARN ribosomaux 5.8S, 18S et 28S). Les 
gènes de classe II, transcrits par l'ARN polymérase II, codent pour des protéines ou des 
snoARN {small nucleolar RNA) et des snARN (small nuclear RNA). Les gènes de classe III, 
transcrits par l'ARN polymérase III, codent pour les ARN de transfert, les ARN ribosomaux 
5S, des snARN et d'autres petits ARN. L'ARN polymérase II (ARNpolII) transcrit la majorité 
des gènes, dont tous ceux qui codent pour des protéines. Nous nous attarderons donc plus en 
détails sur cette polymérase. 
1 
Chapitre 1 - Introduction 
Figure 1-1 Structure cristalline de l'ARN polymérase II 
La polymérase comprend 12 sous-unités avec un poids total de plus de 500 000 Daltons. 
L'hybride ADN-ARN est maintenu en place par une « pince » près du site actif. Celui-ci 
peut être identifié dans cette figure par la présence d'un ion Mg2+. Le diagramme de 
droite représente les interactions observées entre les différentes sous-unités, où 
l'épaisseur du lien est proportionnelle à la surface d'interaction entre les constituants de 
la polymérase. Rpbl en gris et Rpb2 en beige. Tiré et adapté de Cramer et aL (2001). 
1.1.1 ARN polymérase II 
Le produit de la transcription d'un gène codant pour une protéine est un ARN messager 
(ARNm) polymérisé par l'ARNpolII. Cette enzyme est formée de 12 sous-unités nommées 
Rpbl à Rpbl2. Les sous-unités qui catalysent l'adition de ribonucléotides, Rpbl et Rpb2, 
forment une forment un canal par lequel l'hybride ADN-ARN se déplace (voir Figure 1-1) 
(Cramer et al., 2001). La sous-unité Rpbl possède en son extrémité C-terminale une répétition 
de l'heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, formant une région appelée CTD (C-terminal 
repeat domain) dans lequel on en retrouve 52 répétitions chez l'humain (Dahmus, 1996). La 
phosphorylation des sérines du CTD constitue une étape cruciale du passage vers l'élongation. 
La forme hypo-phosphorylée de l'ARNpolII s'assemble en un complexe de préinitiation au 
promoteur, alors que la forme hyper-phosphorylée accompagne la transition de l'ARNpolII 
vers un complexe stable d'élongation (Dahmus, 1996). 
2 
Transcription eucaryote 
L'ARNpolII nécessite d'autres complexes pour être fonctionnelle en transcription, dont des 
facteurs généraux de transcription (GTF), le médiateur et les protéines SRB (suppressor of 
RNA polymerase B) (Kadonaga, 1998). Lorsque assemblés, l'ARN polymérase II, les GTF, le 
médiateur et les protéines SRB forment l'holoenzyme ARNpolII. L'initiation de la 
transcription par l'ARNpolII nécessite les facteurs généraux de transcription TFIIA, TFIIB, 
TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (Dvir et al., 2001). 
Le positionnement de la machinerie transcriptionnelle à un promoteur est séquentielle, du 
moins in vitro (Dvir et al., 2001). Premièrement, le complexe TFIID, dont TBP (TATA-
binding protein) fait partie, se lie à un promoteur possédant une boîte TATA (décrite dans la 
prochaine section). Deuxièmement, TFIIA stabilise l'interaction entre TFIID et l'ADN pendant 
que TFIIB sert d'adaptateur permettant la liaison de TFIID avec l'ARN polymérase II. 
Troisièmement, TFIIF stabilise les complexes présents au promoteur et recrute TFIIE et 
TFIIH. Le complexe TFIIH comporte une activité hélicase permettant l'ouverture de l'ADN au 
promoteur. 
Les protéines SRB (SRB2, SRB4, SRB5 et SRB6) ont été identifiées par leur capacité à 
complémenter les phénotypes observés causés par la troncation d'une partie du CTD de 
l'ARNpolII, indiquant que le CTD et les SRB sont impliqués dans les mêmes processus 
(Thompson et al., 1993). Par la suite, un complexe de 20 sous-unités appelé le médiateur a été 
identifié, permettant à la machinerie transcriptionnelle de base de répondre aux activateurs 
(Kim et al., 1994). 
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Figure 1-2 Structure typique d'un promoteur eucaryote. 
Le promoteur de base {minimal promoter) est la région où la polymérase et les facteurs 
généraux de transcription se lient. Les constituants de celui-ci sont représentés dans la 
Figure 1-3. Les différentes séquences régulatrices ayant un impact sur la régulation de 
l'expression de ce gène peuvent se retrouver à la fois en amont ou en aval de celui-ci, à 
une distance pouvant atteindre plusieurs milliers de paires de base. Tiré de Villard 
(2004). 
1.1.2 Structure d'un gène eucaryote 
Un gène typique codant pour une protéine dans une cellule eucaryote comporte plusieurs 
régions ayant des fonctions différentes. La région promotrice contient des séquences qui sont 
reconnues par des effecteurs et influence le moment, la quantité et dans quels tissus le produit 
du gène sera synthétisé. La région transcrite contient des sous-régions qui seront 
éventuellement traduites (les exons) et d'autres qui seront enlevées (les introns) par un 
processus d'épissage (voir Figure 1-2) (Villard, 2004). Dans la région aux environs du site 
d'initiation de la transcription (le site +1 ou transcriptional start site (TSS)), on retrouve le 
promoteur de base (core promoter, Figure 1-3, appelé minimal promoter dans la Figure 1-2). 
Les éléments du promoteur de base amènent le recrutement et l'assemblage des facteurs 
généraux de transcription et de l'ARNpolII dans un complexe de préinitiation de la 
transcription (preinitiation complex, PIC) fonctionnel au TSS. Ces éléments déterminent 
l'activité basale (non-régulée) du promoteur de base (Yang et al., 2007). 
4 
Transcription eucaryote 
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Figure 1-3 Structure du promoteur de base (corepromoter) 
Le BRE est lié directement par TFIIB, la boîte TATA par TBP (une sous-unité de 
TFIID), le INR par des facteurs associés à TBP dont TAF1 et TAF2 et le DPE est lié par 
les sous-unités TAF6 et TAF9 de TFIID. La séquence MTE semble conservée de la 
drosophile à l'humain. Tiré de Maston et aL (2006). 
Les régions promotrices de plusieurs gènes contiennent une séquence riche en nucléotides A et 
T située entre 30 et lOOpb en amont du site +1, conséquemment appelée boîte TATA. Cette 
séquence est liée par TBP. Il existe d'autres séquences qui peuvent initier la transcription, dont 
les séquences BRE (TFIIB récognition element) près de la boîte TATA, INR (initiator 
element) situé près du site +1 et DPE (downstream promoter element) situé environ 30pb en 
aval du site +1. La séquence BRE est liée par TFIIB. La boîte TATA est liée par TBP (TATA 
binding protein), faisant partie de TFIID. INR est lié par des protéines associées à TFIIB 
(TAF1 et TAF2), elles-mêmes faisant partie de TFIID. Le DPE est liée par les sous-unités 
TAF6 et TAF9 de TFIID. La séquence MTE semble conservée de la drosophile à l'humain et 
a été identifiée initialement comme une séquence surreprésentée par une analyse statistique 
des séquences à des promoteurs de drosophile (Lim, 2004; Uwe Ohler, 2002). D'autres 
séquences de régulation peuvent être présentes à plus grande distance, à la fois en amont et en 
aval du site +1. Tout dépendant si elles ont une influence positive ou négative au promoteur 
d'un gène particulier, ces séquences sont appelées amplificateurs (enhancers) ou atténuateurs 
(silencers). 
Puisque la liaison de TFIID (TBP) est une étape cruciale dans l'assemblage du PIC, la majorité 
des séquences promotrices de base de l'humain devraient contenir une séquence se rapprochant 
du consensus (TATA(A/T)A(A/T)(A/G)). Une analyse informatique a cependant déterminé 
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que 76% des promoteurs humains ne possèdent pas de telles boîtes TATA (Yang et al., 2007), 
de même qu'environ 80% des gènes de levure (Basehoar etal., 2004). Cette observation peut 
être expliquée en partie par le fait que TBP peut lier des séquences autres que le consensus 
TATA (Hahn et ai, 1989). De plus, TFIID inclut des facteurs associés à TBP (TBP-associated 
factor, TAF) qui interagissent avec l'INR et le DPE (Hahn, 2004), fournissant une méthode 
alternative d'amener TFIID au promoteur. Une étude récente indique que 99% des promoteurs 
de levure liés par un PIC qui étaient considérés comme ne possédant pas cette séquence 
consensus (TATA-less genes) en détiennent une version plus dégénérescente, soulignant 
l'importance fonctionnelle de cet élément de séquence (Rhee et Pugh, 2012). 
Le recrutement de la machinerie transcriptionnelle au promoteur peut être influencé et régulé 
par des éléments externes au promoteur de base. Ces éléments sont liés par des activateurs et 
des répresseurs transcriptionnels, eux-mêmes soumis aux restrictions imposées par la structure 
de la chromatine (abordée dans la prochaine section). 
1.1.3 Activateurs transcriptionnels 
L'expression d'un gène peut être contrôlée à plusieurs moments lors du passage de l'ADN à 
l'ARN à la protéine. Ce contrôle peut survenir lors de la transcription, du traitement de l'ARN 
messager (ARNm), du déplacement de l'ARNm, de la dégradation de l'ARNm et en modifiant 
l'activité de la protéine traduite (Alberts et al., 2002). Nous nous intéressons principalement au 
premier niveau de régulation, soit le contrôle transcriptionnel de l'expression des gènes. 
Les activateurs transcriptionnels permettent de recruter (directement ou indirectement) la 
machinerie transcriptionnelle aux promoteurs de gènes. Ceux-ci sont normalement formés de 
deux domaines: un domaine de liaison à l'ADN et un domaine d'activation (Ptashne, 1988). Le 
domaine de liaison à l'ADN permet de reconnaître une certaine séquence et donc de donner 
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une spécificité à cet activateur. Le domaine d'activation contacte d'autres protéines, permettant 
d'augmenter le taux d'initiation de la transcription. Les répresseurs transcriptionnels ont un 
effet inverse sur la transcription, mais nous ne nous attarderons pas sur ce sujet dans le présent 
document. 
La liaison d'activateurs transcriptionnels peut être compromise par la présence d'autres 
protéines masquant leur site de liaison. Les nucléosomes, responsables du premier niveau de 
compaction de l'ADN, sont un obstacle majeur à la liaison de plusieurs activateurs (Knezetic 
et Luse, 1986). 
1.2 La chromatine et le nucléosome 
Les cellules eucaryotes compactent leur ADN dans un structure nucléoprotéique appelée 
chromatine (Alberts et al., 2002). Cette structure peut être retrouvée in vivo et in vitro dans 
différents degrés de compaction. Le premier niveau de compaction ressemble à un 
enchainement répétitif de corps d'apparence sphériques reliés entre eux (Olins et Olins, 1974). 
Ces corps sphériques sont en fait un complexe nucléoprotéique appelé nucléosome, constitué 
de 8 histones ainsi que d'ADN (Kornberg, 1974; Kornberg et Thomas, 1974; Olins et Olins, 
1974). 
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Figure 1-4 Structure cristalline du nucléosome. 
Le nucléosome est constitué d'un octamère d'histones et d'ADN, permettant la 
compaction du matériel génétique de la cellule eucaryote. Notez que seulement 80% des 
8 histones sont incluses dans le modèle, puisque la cristallisation de leurs extrémités N-
terminaies, plutôt mobiles, présente de défis particuliers. H3 en bleu, H4 en vert, H2A en 
jaune et H2B en rouge. Tiré de Luger et aL (1997). 
L'octamère d'histones avec son ADN associé forment le nucléosome. Plus spécifiquement, 
celui-ci comprend un tétramère des histones H3 et H4 ainsi que deux hétérodimères 
comprenant les histones H2A et H2B (voir Figure 1-4). Cet octamère l'enroulement de 145-
147 paires de bases d'ADN, qui en fait le tour un peu plus d'une fois et demie (environ 1.65 
tours) (Luger et al., 1997). L'ADN contacte l'octamère à 14 sites comportant plusieurs liens 
hydrogènes et ponts salins, ce qui permet de donner sa stabilité au nucléosome (Luger et 
Richmond, 1998). Ce complexe nucléoprotéique est grandement conservé chez tous les 
eucaryotes et est présent à tous les 160 à 240 pb d'ADN (McGhee et Felsenfeld, 1980). 
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Figure 1-5 Niveaux de compaction de la chromatine. 
Cette figure est une représentation schématique d'une compaction progressive de la 
chromatine. L'ADN est d'abord enroulé sur des octamères d'histones, formant une 
structure en « collier de perles ». Ensuite, les nucléosomes sont regroupés dans une fibre 
de 30nm, stabilisée par l'histone charnière Hl. Les détails moléculaires des niveaux de 
compaction supplémentaire sont moins bien connus. Tiré de Feisenfeld et Groudine 
(2003). 
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L'enroulement de l'ADN autours de l'octamère d'histones n'est que le premier niveau de 
compaction de l'ADN, permettant tout de même une compaction d'environ 5 à 10 fois de 
l'ADN dans une structure « en collier de perles » (voir Figure 1-5) (Felsenfeld et Groudine, 
2003). Le niveau de compaction suivant repose sur la stabilisation du nucléosome et de son 
ADN charnière adjacent par l'histone Hl, formant la fibre de 30 nanomètres et engendrant une 
compaction totale d'environ 50 fois de l'ADN. Le degré de compaction atteint par un 
chromosome mitotique (environ 10,000 fois) permet sa visualisation au microscope optique 
(en utilisant le colorant approprié) (Alberts et ai, 2002). Le positionnement des nucléosomes a 
une importance capitale dans plusieurs mécanismes de régulation de l'expression des gènes 
(Radman-Livaja et Rando, 2010) 
1.2.1 Influence de la structure de la chromatlne sur la transcription 
En règle générale, les cellules somatiques humaines normales contiennent 46 chromosomes 
véhiculant la même information génétique, à l'exception de la variabilité observée chez les 
gènes des immunoglobulines et des récepteurs des lymphocytes T responsables de la 
reconnaissance d'antigènes par le système immunitaire (Hozumi et Tonegawa, 1976)1. 
Cependant, ces cellules n'ont pas forcément la même fonction, nécessitant l'expression de 
différents gènes à des temps différents. L'expression d'un gène peut être contrôlée à plusieurs 
moments lors du passage de l'ADN à l'ARN à la protéine. Nous nous intéressons 
principalement au contrôle transcriptionnel de l'expression des gènes. La transcription d'un 
gène est un processus complexe, impliquant une variété de molécules, dont certains principes 
de bases sont nécessaires à la compréhension de cette thèse. Par conséquent, nous nous 
attarderons quelques instants sur la transcription eucaryote. 
1 La découverte des mécanismes moléculaires associés à cette variation immunitaire vaudra le 
prix Nobel de physiologie et médecine à M. Tonegawa en 1987. 
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Figure 1-6 Catégories de mécanismes de remodelage de la chromatine. 
(A) Certains régulateurs (Reg) peuvent incorporer des variants d'histone dans les 
nucléosomes. (B) Les histones peuvent être modifiées de façon covalente. (C) Les 
nucléosomes peuvent être déplacés, par un processus dépendant de l'ATP. Tiré de Saha 
et al. (2006). 
La présence de nucléosomes, responsables du premier niveau de compaction de l'ADN, peut 
en fait avoir un effet activateur ou répresseur sur l'expression d'un gène, tout dépendant du 
contexte du promoteur (Kornberg et Lorch, 1991). Les nucléosomes sont un obstacle majeur à 
la liaison de plusieurs activateurs, à l'initiation de la transcription ainsi qu'à l'élongation (Han 
et Grunstein, 1988; Knezetic et Luse, 1986; Lorch et al, 1987; Wasylyk et Chambon, 1979). 
De plus, les nucléosomes peuvent affecter la formation du complexe de préinitiation et 
l'élongation (Li et al., 2007). Cette répression peut être due au fait qu'au moins la moitié de la 
séquence d'ADN autour de l'octamère d'histone fait face à l'intérieur et peut donc 
difficilement faire contact avec les activateurs. L'enroulement de l'ADN peut aussi modifier 
suffisamment la courbure de l'ADN pour que les activateurs ne reconnaissent plus leur site de 
liaison. Dans certains cas, la présence d'un nucléosome peut promouvoir la transcription d'un 
gène, comme par exemple en rapprochant deux éléments de séquences nécessaires à la 
transcription d'un gène (Stunkel et al., 1997). 
11 
Chapitre 1 - Introduction 
Certains activateurs transcriptionnels peuvent, dans certaines conditions, surmonter la 
répression causée par la présence d'un nucléosome (Axelrod et al., 1993). Étant donné que la 
chromatine est dynamique et présente un équilibre entre l'état compacté et non-compacté, la 
liaison transitoire de protéines de régulation est possible et peut faire pencher l'équilibre vers 
l'état décompacté. Néanmoins, des mécanismes moléculaires existent pour altérer les 
propriétés de la chromatine. 
1.2.2 Remodelage de la chromatine 
Étant donné que la compaction de la chromatine constitue un obstacle à plusieurs processus 
cellulaires, il n'est pas surprenant que les organismes eucaryotes aient évolué des mécanismes 
permettant la décompaction de l'ADN. Ces mécanismes de « remodelage » de la chromatine 
font même partie des différentes stratégies que la cellule possède pour réguler l'expression de 
ses gènes (Workman, 2006). Il existe trois grandes méthodes pour remodeler la chromatine, 
illustrées à la Figure 1-6: 
• L'utilisation de complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l'ATP; 
• Les modifications post-traductionnelles des histones; 
• Le remplacement d'histones canoniques par des variants d'histones dans les 
nucléosomes. 
1.2.2.1 Complexes de remodelage dépendants de l'ATP 
Les mécanismes de remodelage de la chromatine dépendants de l'ATP permettent la 
modification de la composition ou de la position du nucléosome par un processus requérant de 
l'énergie, fournie par l'hydrolyse de l'ATP en ADP (Choudhary et Varga-Weisz, 2007; Flaus et 
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Owen-Hughes, 2004). Tous les eucaryotes possèdent au moins 5 familles de remodeleurs de la 
chromatine: SWI/SNF, ISWI, NuRD, IN080 et SWRl (Saha et al., 2006). Tous seront 
abordés ici, sauf SWRl, étant un complexe permettant l'échange dépendant de l'ATP d'un 
variant d'histone dans un nucléosome, qui sera plutôt décrit plus loin. 
Le complexe de remodelage SWI/SNF (mating type switching and sucrose non-fermenting) 
facilite la transcription en altérant la structure de la chromatine chez Saccharomyces cerevisiae 
(Peterson et Herskowitz, 1992) et dans des cellules humaines (Kwon et al., 1994). La présence 
de nucléosomes recouvrant la boîte TATA inhibe la liaison de TBP, inhibition qui est atténuée 
par la présence de SWI/SNF. Les nucléosomes sont déplacés d'environ 50 pb par un 
mécanisme impliquant la formation et la propagation d'une « bosse2 » d'ADN sur la surface du 
nucléosomes (Zofall et al., 2006). Ce déplacement requiert tout de même la présence de TBP 
pour qu'il y ait déplacement de nucléosome (Lomvardas et Thanos, 2001). La spécificité pour 
certains promoteurs des complexes de remodelage pourrait être due aux nucléosomes plutôt 
qu'à la séquence, puisque RSC (xemodels the structure of chromatin), un complexe de 
remodelage la chromatine dépendant de l'ATP dans la même famille que SWI/SNF (Cairns et 
al., 1996), peut retirer spécifiquement in vitro des nucléosomes de promoteurs sur de la 
chromatine formée in vivo (Lorch et al., 2011). Le traitement de cette chromatine par des 
histones déacétylases permet de contrer la spécificité de remodelage observée. 
Des études comparatives ont permis d'identifier des complexes qui possèdent le même 
domaine ATPase de SWI2/SNF2, dont ISWI (imitation switch) (Tsukiyama et al., 1995). Le 
variant d'histone H2A.Z permet de stimuler l'action d'ISWI d'une façon qui requiert la 
présence de sa région acide (Goldman et al., 2010). 
2 En anglais: bulge 
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Le complexe NuRD (nucleosome remodeling and nucleosome deacetylation) permet lui aussi 
de déstabiliser les nucléosomes de façon dépendante de l'ATP, bien que celui-ci ne comporte 
aucune sous-unité commune avec SWI/SNF (Xue et al., 1998). 
Le complexe IN080 (inositol requiring) de la levure permet le remodelage de la chromatine, 
et a une implication dans la réparation de F ADN (Shen et al., 2000). La mutation de la sous-
unité ATPase du complexe entraîne une hypersensibilité aux agents endommageant l'ADN et 
des défauts en transcription. L'équivalent du complexe IN080 humain (hIN080) comporte 8 
orthologues des 1S sous-unités du complexe 1N080 de la levure (Jin et ai, 2005b). 
Également, il a été montré chez la levure que le recrutement de l'holoenzyme pouvait suffire 
au remodelage de la chromatine en une forme transcriptionellement permissive au promoteur 
de PHOS (Gaudreau et al., 1997), même en l'absence d'un complexe SWI/SNF fonctionnel ou 
même présence de transcription (rendue impossible par la déiétion de la boîte TATA). Les 
auteurs de cette étude suggèrent deux modèles possibles pour expliquer ces observations. 
Premièrement, la machinerie transcriptionnelle compétitionnerait avec les nucléosomes pour 
l'accès à l'ADN et la quantité d'énergie totale de l'interaction ADN-protéine serait 
suffisamment élevée pour que d'autres facteurs ne soient pas nécessaires au remodelage des 
nucléosomes. Alternativement, il est possible qu'il existe un autre complexe de remodelage de 
la chromatine autre que SWI/SNF associé, du moins transitoirement, à l'holoenzyme. 
1.2.2.2 Modifications post-traductionnelles des historiés 
Les histones possèdent des extensions situées en N-terminal qui sont les cibles principales des 
modifications post-traductionnelles (covalentes) des histones (Bernstein et al., 2007; 
Kouzarides, 2007a). Parmi les modifications possibles, on retrouve l'acétyiation, la 
phosphorylation, l'ADP ribosylation, l'ubiquitylation, la méthylation, la déimination des 
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arginines, l'isomérisation des prolines et la sumoylation (Kouzarides, 2007a, b; Li et al., 2007) 
(voir Table 1-1). De façon surprenante, la connaissance de seulement un petit nombre de 
modifications post-traductionnelles permettent de prédire l'expression des gènes, soient 
H3K4me3 et H3K79mel chez les gènes à faible taux de CpG et H3K27ac et H4K20mel chez 
les gènes à haut taux de CpG (Karlic et al., 2010). 
Il existe deux hypothèses (non mutuellement exclusives) sur les effets des modifications post-
traductionnelles des histones. Premièrement, différentes combinaisons de modifications 
constitueraient un « code d'histones » reconnues par d'autres molécules effectrices (Jenuwein 
et Allis, 2001; Nakayama et ai, 2001). En effet, les protéines possédant un bromodomaine 
reconnaissent des histones acétylées, les chromodomaines reconnaissent la méthylation et les 
protéines 14-3-3 possèdent un domaine reconnaissant la phosphoiylation (Kouzarides, 2007a). 
Table 1-1 Modifications post-traductionnelles possibles des histones ainsi que leurs 
fonctions régulées 
Tiré de Kouzarides (2007a) 
Modification Acides aminés modifiés Fonction régulée 
Méthylation (lysines) K-mel K-me2 K-me3 Transcription, réparation 
Phosphorylation S-ph T-ph Transcription, réparation, 
condensation 
Sumoylation K-su Transcription 
Déimination R>Cit Transcription 
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Deuxièmement, certaines modifications auraient une influence sur la stabilité du nucléosome 
(comme par exemple l'acétylation (Sewack et al., 2001)), facilitant son remodelage (Dion et 
al., 2005; Li et al., 2007). Dans ce cas-ci, le nombre de modifications serait plus important que 
leur position. 
Les deux hypothèses ont été confirmées, chez la levure, en étudiant l'acétylation de l'histone 
H4 (Dion et al., 2005). Cette histone peut être acétylée sur ses lysines 5, 8, 12 et 16. En testant 
les profils d'expression des gènes en utilisant toutes les combinaisons possibles de mutation 
des lysines en arginines (mimant des lysines non-acétylées), les auteurs ont constaté que seule 
la mutation de la lysine 16 engendrait un profil d'expression indépendant des autres mutations. 
Les mutations des lysines 5, 8 et 12 engendraient des changements d'expression non-
spécifiques et d'une façon corrélée avec le nombre de mutations. Étant donné que le lien de 
causalité entre la présence de certaines modifications post-traductionnelles et leur effet associé 
n'est pas toujours prouvé, certains préfèrent les considérer comme un rouage supplémentaire 
entre l'ADN et ses effets (Henikoff et Shilatifard, 2011). En effet, même ceux qui ont émis 
cette hypothèse acquiescent que certaines questions concernant la stabilité et l'héritabilité de 
modifications doivent être résolues avant de pouvoir considérer les histones et des protéines 
autres que les histones comme de vrais véhicules d'information épigénétique, même si celles-
ci ont des effets indéniables (Goldberg et ai, 2007). 
L'acétylation, une des modifications post-traductionnelles des histones la mieux étudiée, 
engendre une neutralisation de la charge des lysines, réduisant l'interaction entre l'ADN et les 
histones (Hong et al., 1993). Les histones acétylées sont plus « permissives » à la 
transcription, puisque celles-ci favorisent la liaison de TBP à la boîte TATA (Sewack et al., 
2001). L'acétylation des histones altère la conformation des nucléosomes et rend la 
chromatine plus accessible à des protéines de régulation (Lee et al., 1993). Les histones 
acétylées peuvent de plus être reconnues par des protéines possédant des bromodomaines, 
telles la sous-unité Brdl du complexe SWR1 ou la sous-unité Brd8 du complexe p400, 
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recrutant leurs complexes respectifs avec leurs effets associés. Les histones sont acétylées par 
des histones acétyltransférases (HAT), dont Gcn5 et Esal (faisant partie des complexes SAGA 
et NuA4, respectivement). L'homologue humain de Esal est Tip60 (Doyon et al., 2004). À 
l'inverse, les histones déacétylases (HDAC) déacétylent les histones. Le complexe NuRD, 
contenant HDAC1 et HDAC2, possède une activité histone déacétylase en plus de sa capacité 
de déstabiliser des nucléosomes (Xue et al, 1998). 
L'étude des modifications post-traductionnelles des histones et leurs dérèglements est 
pertinente pour plusieurs pathologies, dont le cancer (Esteller, 2007). Par exemple, les deux 
modifications post-traductionnelles d'histones les plus souvent associées avec le cancer sont la 
diminution de H4K16ac et une diminution de H4K20me3 (Fraga etal., 2005). 
1.2.2.3 Les variants d'histone 
Un variant d'histone est une histone synthétisée indépendamment de la réplication, et sa 
déposition sur la chromatine nécessite une machinerie spécialisée (Li et al., 2007). Les 
propriétés d'un nucléosome contenant un variant d'histone diffèrent des histones canoniques, 
notamment en ce qui a trait aux modifications post-traductionnelles possibles et leur capacité 
de recrutement d'autres complexes. Chez les mammifères, il existe surtout des variants 
d'histone pour H3 et H2A. Dans le cas d'H3, on retrouve CENPA, H3.lt, H3.1, H3.2, H3.3. 
Pour H2A, on retrouve macroH2A, H2ABbd, H2A.X et H2A.Z (Hake et Allis, 2006) (voir 
Table 1-2). Il existe deux variants d'histone H2B, hTSH2B (Zalensky et al., 2002) et 
H2BFWT (Churikov et al., 2004), qui semblent avoir un rôle dans la gamétogénèse. 
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Le variant d'histone H3.3 est enrichi à des régions actives transcriptionellement (Pusarla et 
Bhargava, 2005) ainsi que pour des modifications post-traductionnelles associées à une 
chromatine active. Celle-ci est presque identique à l'histone canonique H3, ne différant que par 
4 acides aminés. Un autre variant de l'histone H3, CENPA, est associé à la chromatine 
centromérique et joue un rôle dans la ségrégation des chromosomes (Smith, 2002). Les 
nucléosomes contenant le variant d'histone CENPA fixent moins bien la position de leur 
ADN, puisque les 13 pb à chaque extrémité sont désordonnées et invisibles de la structure 
cristalline de ces nucléosomes (Tachiwana et al., 2011) 
Il existe plusieurs variants de l'histone H2A, tous avec des particularités qui leur sont propres 
(Figure 1-7). Le variant d'histone macroH2A possède un long domaine C-terminal, constituant 
les deux-tiers de la masse de la protéine, contenant un « leucine zipper » (Pehrson et Fried, 
1992). Ce type de région peut être impliquée dans la dimérisation de facteurs de transcription. 
MacroH2A est retrouvé dans le chromosome X inactif humain, interfère avec le 
Table 1-2 Variants d'histones impliqués dans la régulation de la transcription. 
Tiré de Li et aL (2007). 
Variant Localisation Rôle en transcription 
macroH2A Chromosome X inactif Inactivation du chromosome X 
inactif 
H2A.X Histone canonique de la 
levure, distribuée 
généralement 
Phosphorylé lors de dommages à 
l'ADN 
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Figure 1-7 Comparaison schématique des variants de l'histone H2A. 
Le «histone fold» est constitué des régions al à a3. La région acide de H2A.Z est 
surlignée. Le motif SQ en C-terminal de H2A.X est montré, ainsi que la région « leucine 
zipper » de macroH2A. Tiré de Pusarla et Bhargava (2005). 
fonctionnement de facteurs de transcription et avec le complexe SWI/SNF (Angelov et al, 
2003). H2A.Bbd (Barr body-deficieni) est absente du chromosome X inactif et co-localise 
avec l'histone H4 acétylée (Chadwick et Willard, 2001). Le variant d'histone H2A.X possède 
un motif SQEL dans sa région C-terminale, reconnus pour être phosphorylés et dont la perte 
entraîne une un défaut dans la réparation de l'ADN (Pusarla et Bhargava, 2005). 
1.3 Le variant d'histone H2A.Z 
Notre laboratoire s'intéresse principalement au variant d'histone H2A.Z, puisque ce variant 
d'histone est mieux conservé que l'histone canonique H2A, impliquant une importance dans un 
processus soumis à une pression sélective et que son importance en transcription est bien 
démontrée (Thatcher et Gorovsky, 1994). H2A.Z est présent à une proportion d'environ 5 à 
10% des histones H2A chez les vertébrés (Santisteban et al., 2000). H2A.Z ne partage que 
60% d'identité de séquence avec H2A, mais sa structure cristalline y est presque identique 
(Suto et al, 2000) (voir Figure 1-8). La séquence d'H2A.Z est très conservée, avec une identité 
de séquence d'environ 90% pour une multitude d'organismes (Iouzalen et al, 1996; Thatcher 
et Gorovsky, 1994). 
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Figure 1-8 Superposition des structures cristallines de H2A et H2A.Z. 
Bien que cette structure soit très similaire, l'histone H2A.Z confère une fonction 
suffisamment différente de l'histone H2A pour être essentielle au développement des 
eucaryotes supérieurs. Il a été proposé que la région Ll, mise en évidence dans cette 
figure, empêche la formation de nucléosomes hétérotypiques contenant à la fois H2A et 
H2A.Z (Suto et aL, 2000). Cependant, il a été observé que des nucléosomes 
hétérotypiques existent, et sont probablement plus nombreux que les homotypiques in 
vivo (Viens et aL, 2006). H2A en jaune, H2A.Z en gris. Figure tirée de Suto et aL (2000). 
Ce variant d'histone n'est pas essentiel à la survie chez la levure, contrairement à d'autres 
eucaryotes dont Tetrahymena thermophila (Liu et al., 1996), Drosophila melanogaster 
(Clarkson et al., 1999; van Daal et Elgin, 1992), Xenopus laevis (Ridgway et al., 2004) et Mus 
musculus (Faast et al., 2001). Chez les organismes où H2A.Z est essentiel à la survie, son 
absence est liée à des problèmes de développement. Chez la souris, l'effet létal se produit tôt 
dans le développement et n'est pas lié à la survie cellulaire individuelle, puisque des 
blastocystes (récoltés à 3.5 jours post-conception) cultivés pendant 7 jours persistent sans 
toutefois proliférer (Faast et al., 2001). 
La région conférant la fonction spéciale de H2A.Z se trouve dans sa région C-terminale. Chez 
une souche de levure htzlA, l'expression d'une protéine chimère H2A possédant la région C-
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terminale de H2A.Z permet de complémenter les défauts de croissance de ces souches, en plus 
de permettre une régulation positive des gènes normalement propre à H2A.Z (Adam et al., 
2001; Larochelle et Gaudreau, 2003; Santisteban et al., 2000). Les premières évidences de 
son implication en transcription découlent de son observation exclusivement dans le 
macronoyau actif transcriptionellement chez Tetrahymena thermophila (Allis et al., 1980). 
Son implication a été montrée dans plusieurs mécanismes cellulaires, dont l'activation de la 
transcription (Adam et al., 2001), l'empêchement de l'étalement de lTiétérochromatine 
(Meneghini et al., 2003), le développement (Rangasamy et al., 2003), la ségrégation des 
chromosomes (Krogan et al., 2004; Rangasamy et al., 2004), la structure des centromères 
(Greaves et al., 2007), la progression dans le cycle cellulaire (Dhillon et al, 2006), la 
répression de certains gènes pendant la mitose (Kelly et al., 2010), et est nécessaire au 
maintien de la localisation de gènes nouvellement réprimés à la périphérie du noyau 
(favorisant leur réactivation rapide) (Brickner et al., 2007; Light et al., 2010). H2A.Z a aussi 
un rôle dans la suppression d'ARN antisens, du moins chez Schizosaccharomyces pombe 
(Zofall et al., 2009). De plus, une analyse de l'expression des gènes chez plus de 3700 tissus 
cancéreux a identifié H2A.Z comme un gène constamment surexprimé (Rhodes et al., 2004). 
Chez la levure, le variant d'histone H2A.Z interagit génétiquement avec les complexes 
SWI/SNF et avec les complexes contenant l'histone acétyle-transférase Gcn5 (comme SAGA) 
(Santisteban et al., 2000). La perte d'H2A.Z chez la levure rend ces complexes essentiels à sa 
survie, même lorsque la croissance s'effectue en milieu riche et est observable avec au moins 
quatre sources de carbone différentes (Santisteban et al., 2000). La perte d'H2A.Z chez la 
levure entraîne plusieurs phénotypes, dont la sensibilité au formamide, à l'hydroxyurée, à la 
caféine et au bénomyl (Kobor et al., 2004). 
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Initialement, la structure cristalline d'un nuciéosome contenant H2A.Z a laissé croire qu'il 
était improbable qu'un nuciéosome possédant à la fois H2A et H2A.Z, donc hétérotypique, 
existe à cause d'un encombrement stérique près de la région L1 (Suto etal., 2000). Cependant, 
des nucléosomes hétérotypiques ont été reconstitués in vitro (Chakravarthy et al., 2004), et 
sont probablement plus nombreux que les homotypiques in vivo (Viens et al., 2006). 
Récemment, il a été observé que les nucléosomes homotypiques et hétérotypiques pour H2A.Z 
ont une distribution similaire par rapport aux sites d'initiation de la transcription, mais que les 
nucléosomes homotypiques sont enrichis en aval des promoteurs de gènes activement 
transcrits et aux jonctions introns-exons, du moins chez la drosophile (Weber et al., 2010). 
La distribution non uniforme d'H2A.Z a été observée pour la première fois aux promoteurs de 
PHOS et GAL1, se retrouvant en plus grande quantité près des régions intergéniques 
(Santisteban et al., 2000). L'enrichissement de H2A.Z pour les régions intergéniques a par la 
suite été montré à l'échelle génomique chez Saccharomyces cerevisiae (Guillemette et al., 
2005; Li etal., 2005; Raisner etal., 2005; Zhang etal., 2005). Une distribution similaire a été 
observée dans des cellules humaines (Barski et al., 2007). Chez la levure, H2A.Z a plus 
souvent un effet activateur (214 gènes) que répresseur (107 gènes) sur la transcription des 
gènes, tel qu'observé par sa délétion suivie d'une évaluation de l'expression des gènes par 
puce à ADN (Meneghini et al., 2003). Un des mécanismes sous-jacent expliquant son effet 
activateur est l'empêchement de l'étalement de l'hétérochromatine par l'histone déacétylase 
Sir2. En effet, la délétion de H2A.Z et Sir2 restaure la transcription inhibée par la délétion de 
H2A.Z seul chez les gènes normalement activés par sa présence (Meneghini et al., 2003). 
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Figure 1-9 Modèle expliquant l'influence positive ou négative d'H2A.Z sur la 
transcription 
La présence d'H2A.Z altère le positionnement des nucléosomes environnants et peut 
avoir un effet positif (A) ou négatif (B) sur la transcription d'un gène particulier tout 
dépendant de l'impact de cette altération sur l'accessibilité et la nature de l'ADN sous-
jacent. Tiré de Marques et aL (2010). 
L'importance biologique de la localisation des nucléosomes est soulignée par la relation 
topologique des sites de liaisons de facteurs de transcription avec l'ADN enroulé autours d'un 
nucléosome. Chez la levure, il a été montré que les sites de liaison des facteurs de transcription 
sont généralement exposés à la surface des nucléosomes H2A.Z, près de leur frontière (Albert 
et al., 2007). Il a été proposé que l'influence positive ou négative de la présence d'une 
nucléosome H2A.Z à un promoteur découle de sa capacité à modifier le positionnement de 
nucléosomes environnants, tel qu'illustré à la Figure 1-9 (Marques et al., 2010). 
Contrairement à d'autres variants d'histone, H2A.Z ne semble pas constituer une marque 
épigénétique directe et héritable. En effet, l'observation qu'un nucléosome contenant un dimère 
H2A.Z/H2B ne possède généralement pas un deuxième dimère H2A.Z/H2B directement sur 
ce nucléosome ou dans un nucléosome voisin suggère que la possession de ce variant d'histone 
ne constitue pas une marque épigénétique héritable (Viens et al., 2006). Conséquemment, on 
ne peut expliquer le positionnement de nucléosomes H2A.Z simplement en observant leur 
localisation et conclure que celle-ci est transmise à travers les générations. Le variant 
d'histone H2A.Z n'est pas non plus associé aux promoteurs rendus inactifs par la méthylation 
de l'ADN (Zilberman et al., 2008). 
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Figure 1-10 Densité des nucléosomes observée relativement aux promoteurs 
(A) La densité nucléosomale à la majorité des promoteurs de levure comporte une région 
libre de nucléosomes pouvant être observée en alignant les mesures de densité avec le site 
d'initiation de la transcription. (B) En alignant ces mêmes données avec la région libre 
de nucléosomes, on observe plus facilement l'arrangement régulier des nucléosomes 
autours de cette région. Tiré de Yuan et aL (2005). 
Compte tenu de l'importance du positionnement des nucléosomes sur la transcription, la 
connaissance du positionnement des nucléosomes chez un organisme peut permettre de 
répondre à plusieurs questions, dont par exemple quels sites de liaison potentiels pour un 
certain activateur transcriptionnel a plus de probabilité d'avoir une importance fonctionnelle in 
vivo. 
1.4 Facteurs déterminant le positionnement des nucléosomes 
L'utilisation de puces à ADN à haute résolution, composées de courts appâts chevauchants, a 
permis de constater que plusieurs promoteurs comportaient une région clairement libre de 
nucléosomes chez S. cerevisiae (Yuan et al., 2005). La Figure 1-10 illustre le positionnement 
de nucléosomes observé relativement au site d'initiation de la transcription et à la région libre 
de nucléosomes. L'importance fonctionnelle de la carte de nucléosomes dérivée de cette étude, 
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couvrant l'essentiel du chromosome III de levure, est soulignée par le fait que 87% des motifs 
associés à des facteurs de transcription sont libres de nucléosomes (Yuan et al, 200S). La 
première carte nucléosomale complète publiée chez S. cerevisiae a confirmé cette observation 
(Lee et al., 2007). 
La présence de quelques nucléotides dA et dT successifs sont souvent observés dans les 
régions libres de nucléosomes, et ceux-ci pourraient avoir un effet causal sur leur formation de 
par leur relative rigidité (Bernstein et al., 2004; Struhl, 1985; Yuan et al., 2005). En effet, plus 
de 10 nucléotides dA ou dT consécutifs sont présents dans 38% des promoteurs dépiétés en 
nucléosomes, comparativement à 26% de tous les promoteurs (Bernstein et al., 2004). 
L'accessibilité accrue de la chromatine causée par la présence de tels fragments d'ADN, 
indépendamment de toute protéine, a été confirmé in vitro et in vivo (Anderson et Widom, 
2001; Iyer et Struhl, 1995). La présence de séquences poly(dA-dT) dans les régions libres de 
nucléosomes n'est cependant pas partagé par tous les organismes, tel Schizosaccharomyces 
pombe (Lantermann et al., 2010). 
La présence de motifs consensus pour la protéine Rapl (ACACCATACAT) a aussi été 
reconnue comme étant enrichie dans les régions libres de nucléosomes (Bernstein et al., 2004). 
Rapl est une protéine liant l'ADN qui est impliquée dans la répression ou l'activation de la 
transcription, tout dépendant du contexte de son site de liaison (Pifia et al, 2003). Elle peut 
aussi lier les séquences télomériques et a un effet sur la répression de l'expression des gènes 
sous-télomériques (Kyrion et al, 1993). En effet, il a été démontré chez la levure que la 
présence de Rapl était nécessaire pour l'activation du gène HIS4 par GCN4 (Yu et Morse, 
1999). Une mutagénèse du promoteur du gène RPS11B effectuée pour retirer deux sites de 
liaison de Rapl a entraîné une augmentation de 2.1 fois de la présence de nucléosomes à ce 
promoteur (Bernstein et al, 2004). 
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Figure 1-11 Hémi-nucléosome montrant les endroits où les paires flexibles sont 
favorisées. 
Ces paires flexibles se trouvent à chaque tour d'hélice d'ADN, soit environ 10 pb. Les 
paires de dinucléotides AT et GC retrouvées préférentiellement dans le sillon majeur et 
mineur, respectivement. Tiré de Segal et aL (2006). 
Les différences d'affinités pour les nucléosomes entre différentes séquences d'ADN peuvent 
dépasser l'ordre de 1000 fois (Thâstrôm et al., 1999). Les séquences ayant une forte affinité 
pour les nucléosomes possèdent des paires TA à chaque 10 pb (Ioshikhes et al., 1996; Lowary 
et Widom, 1998). Ceci est dû au fait que toutes les séquences d'ADN n'ont pas la même 
courbure: les paires de dinucléotides AT et GC sont plus flexibles dans le sillon majeur et 
mineur, respectivement. Puisque l'ADN composant un nucléosome doit se courber plus 
fortement à chaque 10 pb, une séquence d'ADN présentant des paires de dinucléotides plus 
flexibles aux endroits stratégiques aura donc une plus forte affinité pour le nucléosome (Segal 
et ai, 2006) (Figure 1-11). En se basant sur ces observations, et en isolant les séquences 
d'ADN liées à des nucléosomes in vivo, Segal et al. (2006) ont modélisé les séquences 
préférentiellement liées à des nucléosomes chez Saccharomyces cerevisiae. Tel qu'attendu, ces 
séquences arborent une plus grande proportion de paires de dinucléotides AT à une périodicité 
de 10 pb. Cette caractéristique est même conservée chez un eucaryote supérieur, le poulet 
(voir Figure 1-12). 
La modification d'une séquence ayant une forte affinité pour un nucléosome en lui retirant des 
paires de dinucléotides flexibles aux points de courbure entraîne une diminution de son 
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Figure 1-12 Fréquences observées de paires de dinucléotides flexibles dans des séquences 
à forte affinité pour des nuciéosomes dans divers organismes. 
De haut en bas, on peut observer la périodicité de 10 pb de la présence de dinucléotides 
AT/TT/TA chez des séquences aléatoires purifiées par affinité avec des nuciéosomes, 
chez des séquences liées in vivo par des nuciéosomes isolés de chromatine de poulets et de 
levure. Tiré de Segal et aL (2006). 
affinité pour le nucléosome (Segal et al., 2006). De plus, déplacer ces paires de dinucléotides 
flexibles de sorte que la phase de 10 pb ne soit plus respectée (même si leur nombre demeure 
constant) entraîne aussi une diminution d'affinité (Segal et al., 2006). 
1.4.1 Positionnement de nuciéosomes comportant le variant d'histone H2A.Z 
Chez la levure, le complexe dépendant de l'ATP nommé SWR1 (sick with Rat8 ts) permet 
l'échange d'un dimère H2A-H2B par un dimère H2A.Z-H2B (Krogan et al., 2003; Mizuguchi 
et al., 2004). Il existe deux homologues humains de SWR1: p400 (Doyon et al., 2004; Wu et 
al., 2005) et SRCAP (Cai et al., 2005; Jin et al., 2005a), qui peuvent tous deux catalyser la 
déposition d'H2A.Z in vitro et in vivo (Gévry et al., 2007; Ruhl et al., 2006; Wong et al., 
2007). Au moins une partie de des phénotypes liés à la perte d'H2A.Z sont liés à des défauts 
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Figure 1-13 Influence de la séquence Rebl et polyT sur la déposition d'H2A.Z. 
L'enrichissement pour H2A.Z, tel que mesuré par ChIP (B) et qPCR (C), au promoteur 
normal (WT) et muté (mu4 et mu3) de SNTl est montré. Notez la diminution de 
l'enrichissement en ChIP lorsque cette séquence est mutée. Tiré de Raisner et aL (2005). 
de régulation causés par l'action de SWR1 en absence de l'histone H2A.Z (Morillo-Huesca et 
al., 2010). SWR1 co-purifie avec Bdfl (bromodomain factor 1), une protéine qui reconnaît 
les queues d'histones H3 et H4 acétylées. (Krogan et al., 2003). Cette observation suggère que 
les modifications post-traductionnelles des histones pourraient avoir une influence sur la 
localisation de la déposition d'H2A.Z. En effet, la double mutation de Bdfl et Bdf2 modifie le 
positionnement d'H2A.Z à une majorité de promoteurs de levure (Raisner et al., 2005). 
Chez la levure, les nucléosomes contenant le variant d'histone H2A.Z peuvent être observés 
aux promoteurs de presque tous les gènes se trouvant dans des régions euchromatiques 
(Guillemette et al., 2005; Raisner et al., 2005). Toujours chez cet organisme, 63% des 
promoteurs possédant des nucléosomes comportant le variant d'histone H2A.Z ont une 
séquence consensus reconnue par Rebl (JRNA polymerase I enhancer bindingproteiri) suivie 
d'une séquence polyT (voir Figure 1-13). Cette protéine a été identifiée par sa capacité de lier 
l'amplificateur (enhancer) de l'ARN 35S (Morrow et al., 1989) de la levure et semblait avoir 
un rôle dans la terminaison et l'activation de la transcription. L'insertion d'une séquence 
reconnue par Rebl suivie d'une séquence polyT est suffisant pour causer un enrichissement de 
nucléosomes comportant le variant d'histone H2A.Z dans la région codante d'un gène (PRM1) 
pour lequel aucun enrichissement n'était observé au préalable (Raisner et al., 2005). 
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Figure 1-14 Relations topologique entre des nucléosomes Z, la boîte TATA, le TSS et les 
sites de liaison de facteurs de transcription. 
Les boîtes TATA sont dispersées près de la frontière du nucléosome distal. Les sites 
d'initiation de la transcription sont situés à environ 13pb à l'intérieur de la frontière de 
nucléosome proximal. Les sites de liaisons de facteurs de transcription (non liés, mais 
conservés) sont situés près des frontières des nucléosomes, concentrés à chaque 10 pb. 
Tiré de Albert et aL (2007). 
Une récente étude a permis de déterminer le positionnement des nucléosomes contenant le 
variant d'histone H2A.Z, à une résolution suffisante pour en déterminer leur position 
translationnelle et rotationnelle (Albert et al., 2007). L'observation appuyant le mieux le rôle 
de H2A.Z dans la régulation de la transcription est que la position de sites de liaison de 
facteurs de transcription, la boîte TATA et le site d'initiation de la transcription ont tous une 
relation topologique avec les nucléosomes Z (Figure 1-14). 
Le corépresseur Tupi coopère avec le complexe SWR1 dans la déposition de H2A.Z aux 
promoteurs de G ALI et SUC2 chez la levure (Gligoris et al., 2007). Même si on connait que 
Tupi interagit avec les queues d'histones H3 et H4 hypoacétylées (Davie et al., 2002), le 
mécanisme exact par lequel celui-ci est ciblé au promoteur de GAL1 n'est pas connu (Gligoris 
et al., 2007). Chez Caenorhabditis elegans, le facteur de transcription PHA-4 (de la famille 
FoxA) se lie à une séquence d'ADN connue et recrute H2A.Z aux promoteurs de gènes 
impliqués dans le développement du pharynx (Updike et Mango, 2006). Toutefois, un patron 
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de séquence promouvant la déposition de H2A.Z n'a pas encore été identifié chez les cellules 
de mammifères. D'une façon intrigante cependant, notre laboratoire a montré que H2A.Z peut 
se localiser à des sites de liaison p53 à divers gènes, ce qui suggère que les activateurs de la 
transcription pourraient avoir un rôle dans le ciblage de H2A.Z à certains loci (Gévry et al., 
2007). Un autre mécanisme pouvant cibler un complexe de déposition à la chromatine 
implique la reconnaissance de modifications post-traductionnelles d'histones, qui 
supplémentent l'information qui peut être interprétée de la chromatine, formant un « code 
d'histones » (Jenuwein et Allis, 2001). 
Le positionnement des nucléosomes peut vraisemblablement être affecté par les 
caractéristiques physiques de l'ADN lié et influencé par des facteurs pouvant reconnaître de 
courtes séquences sur l'ADN. 
1.4.2 Stabilité des nucléosomes 
Les nucléosomes contenant H2A.Z ont été montrés comme étant plus mobiles, même en 
absence de remodeleurs de la chromatine in vitro (Flaus et al, 2004), ce qui pourrait expliquer 
la dépendance des cellules à la présence de SWI/SNF lorsque H2A.Z est absent (Santisteban et 
al., 2000). Ces observations sont contraires aux résultats d'autres expériences in vitro et in 
vivo où H2A.Z semble réduire la mobilité des nucléosomes (Fan et al., 2002; Gévry et al., 
2009; Guillemette et al., 2005; Schones et al., 2008). La déposition d'H2A.Z dans un 
nucléosome mène à un repositionnement des nucléosomes environnants, et cette stabilisation 
mène à moins de variabilité dans les positions des nucléosomes H2A.Z dans une population de 
cellules comparativement aux nucléosomes H2A (Fan et al., 2002; Gévry et al., 2009; 
Guillemette et al., 2005; Kumar et Wigge, 2010). 
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1.5 Le gène suppresseur de tumeur p21 
Le cancer est caractérisé par une croissance et une dissémination incontrôlée de cellules 
pouvant atteindre presque tous les tissus. La progression d'une cellule normale vers une 
tumeur de plus en plus maligne se fait de façon graduelle, dans un processus semblable à 
l'évolution (Hanahan et Weinberg, 2000). Les mécanismes fonctionnels acquis par des cellules 
cancéreuses sont: l'indépendance face à des signaux de croissance cellulaire, l'insensibilité aux 
signaux d'arrêt de croissance, l'invasion de tissus et formation de métastases, un potentiel de 
réplication infini, une angiogénèse continuelle et l'évasion de l'apoptose. 
1.5.1 Arrêt du cycle cellulaire par la vole p53 -> p2iWAfl/an 
Le gène suppresseur de tumeurs p53 est activé en réponse aux stress, dont les dommages à 
l'ADN, l'hyperprolifération et l'hypoxie. Cette réponse peut mener à l'arrêt du cycle cellulaire, 
l'apoptose ou à la sénescence (Espinosa et al., 2003; Vogelstein et al., 2000). La sénescence, 
un arrêt irréversible du cycle cellulaire, a été observée en premier lieu par l'inhabilité de 
cultures de fïbroblastes humains de se diviser indéfiniment (te Poele et al., 2002). L'expression 
de pl6INK4a, un inhibiteur de cdks comme p21WAF'/ap', permet de maintenir un état sénescent 
(te Poele et al., 2002) et est généralement considéré comme un indicateur de la sénescence. 
Cependant, la sénescence maintenue par pl6INK4a n'est pas complètement irréversible 
(Beauséjour et al., 2003). 
p53 tire son nom du fait que cette protéine a un poids d'environ 53 kDa. Elle se lie à l'ADN 
principalement sous forme de tétramère (Balagurumoorthy et al., 1995; Wang et al., 1995). 
Étant donné sont rôle de « gardien du génome », il n'est pas surprenant que p53 soit inactivé 
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dans des cellules cancéreuses d'origines diverses, dans une proportion pouvant atteindre plus 
de 50% des tumeurs humaines (Hollstein et al., 1994; Nigro et al., 1989; Vogelstein, 1990). 
Le produit du gène p21WAF,/CIPI (wild-type p53 activated fragment 1 / cdk-interacting protein 
1) est un inhibiteur de kinases dépendantes de cyclines, permettant l'arrêt du cycle cellulaire en 
G1 de façon dépendante de p53 (el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Kastan et Bartek, 
2004). La doxorubicine, un agent inhibant la topoisomérase II et entraînant des bris double-
brin d'ADN, entraîne un arrêt du cycle cellulaire en G1 et en G2/M (Gomes et al., 2006). Le 
gène p2iWAF,/clpI peut aussi être activé de façon indépendante de p53, en utilisant du TPA 
(tetradecanoyl phorbol acetaté) par exemple (Zeng et el-Deiry, 1996). L'arrêt du cycle 
cellulaire par p21WAF1/CIP1 peut aussi être activé par BRCA1 de façon indépendante de p53 
(Somasundaram et al., 1997). BRCA1 est une protéine pouvant avoir des effets à la fois 
positifs et négatifs sur la transcription de plusieurs gènes, en partie par la modulation de la 
phosphorylation du domaine C-terminal de l'ARN polymérase II (Moisan et al., 2004). 
L'activation de la transcription par BRCA1 ne nécessite pas son domaine de liaison à l'ADN 
(Nadeau et al., 2000). 
L'arrêt du cycle cellulaire promu par p53 est principalement dû à son activation de l'inhibiteur 
de kinase cycline-dépendante p21WAFl/CIPl (el-Deiry, 1998). L'activation de p21WAF,/apI passe 
principalement par la conversion d'ARN polymérase II en pause transcriptionnelle vers une 
forme en élongation (Gomes et al., 2006). Le gène p2iWAFl/CIPI est aussi exprimé à un faible 
niveau basai, dépendant de p53, en l'absence de stress (Tang et al., 1998). L'activation de 
p21fVAFI/CIPJ corrèle avec une diminution de la liaison de TFIIB, TBP et TFIIH au promoteur 
de ce gène, qui peut être expliqué par un taux d'élongation supérieur au taux de réinitiation. 
p53 est requis pour la formation du complexe de préinitiation au promoteur de p21WAF,/CIP1 
avant dommages à l'ADN (Espinosa et al., 2003). Après stress, p53 est modifié post-
traductionellement par phosphorylation de sa serine 15 (p53-S15P). Bien qu'une certaine 
quantité de p53 soit pré-liée au promoteur de p21WAF,/C!PI en l'absence de stress, celui-ci est 
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soit remplacé par p53-S15P ou phosphorylé sur place (Espinosa et al., 2003). L'activation de 
la transcription de p21WAF,/api et alors rapide et transitoire: on observe sa transcription par 
RNA-immunoFISH 1 à 2 heures après dommage à l'ADN, sans pour autant pouvoir détecter 
de nouveau transcrit avec cette méthode par la suite (Espinosa et al., 2003). Cette activation 
est cependant suffisante pour l'arrêt du cycle cellulaire. 
1.5.2 Interactions avec des facteurs de remodelage 
Une atténuation de p400, un homologue humain de SWR1 responsable de la déposition 
d'H2A.Z chez la levure, permet l'induction de p21WAFÏ/api dans des fibroblastes primaires 
humains (Chan et al., 2005). En effet, p400 est en mesure de catalyser la déposition de H2A.Z 
sur la chromatine, d'une façon dépendante de l'ATP in vitro (Gévry et al., 2007). De façon 
similaire, la déplétion de H2A.Z dans des cellules d'ostéosarcome humaines entraîne aussi 
l'activation de p21WAF,/apl (Gévry et al., 2007). Cette déplétion entraîne aussi la formation de 
foyers hétérochromatiques dans des cellules WI-38 (Gévry et al., 2007). La présence de p400 
est nécessaire à la localisation de H2A.Z aux sites p53 du promoteur de p2JWAFI/CIP1 (Gévry et 
al., 2007). La surexpression de l'oncogène Myc réprime l'expression de p21WAFl/CIPI en liant 
une région de la boîte TATA de p21WAF'/CIPl (Seoane et al., 2002). Cette surexpression mène 
aussi à une augmentation de la localisation d'H2A.Z au site reconnu par Myc (Gévry et al, 
2007). La délocalisation de H2A.Z des sites p53 en amont de p2iWAF,/CIPI dépend de p53, 
puisqu'on observe une diminution de la présence de H2A.Z à ces sites lors d'induction de 
dommages à l'ADN, mais pas en traitant les cellules avec du TPA (Gévry et al., 2007). 
L'activité de l'histone acétyltransférase TIP60 est directement inhibée par le domaine SANT 
(SWI3-ADA2-N-CoR-TFIIIB) de la protéine p400, qui interagit directement avec le domaine 
HAT (histone acétyltransférase) de TIP60 (Park et al., 2010). Un fragment de p400 
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comportant son domaine SANT réprime la contribution positive de TIP60 à l'expression 
basale de p21WAF,/CIPI in vivo (Park et al., 2010). Cette étude montre un mécanisme 
moléculaire précis par lequel p400 et le ciblage d'H2A.Z influe sur l'expression de 
p21WAFl/CIPl 
Lorsque lié au promoteur de p21WAFl/api, p53 recrute l'acétyltransférase p300, résultant en une 
acétylation des nucléosomes qui s'étend jusqu'à la boîte TATA, permettant l'activation de 
p21WAF,/CIPI (Espinosa et Emerson, 2001). L'acétylation par p300 n'est pas spécifique à une 
seule protéine car celle-ci peut acétyler les histones H3, H4 et p53 (Espinosa et Emerson, 
2001). Bien que la présence d'histone H4 acétylée soit détectée aux sites p53, la présence de 
cette modification ne corrèle pas exactement avec la présence de p53. En effet, l'acétylation 
d'H4 est maximale au site 3' alors que la présence de p53 est maximale au site 5' (Espinosa et 
al., 2003). Cependant, p53 est nécessaire à la présence de cette modification après stress car 
elle disparait dans des lignées HCT116 p53_/\ Tip60, Tip49 et p400 sont aussi impliqués dans 
l'arrêt du cycle cellulaire médié par p21WAFt/€W1, et sont nécessaires pour l'apoptose 
dépendante de p53 (Berns et al., 2004; Doyon et al., 2004; Legube et al., 2004; Tyteca et al., 
2006). En l'absence de dommages à l'ADN, Tip60 et p400 ont cependant un effet antagoniste 
sur l'expression de p2lWAFl/apï ainsi qu'à d'autres gènes cibles de p53 tels que fas et hdm2 
(Tyteca et al., 2006). La déplétion de p400 bloque l'apoptose par l'induction de p21WAFl/CIP1, ce 
qui n'est pas le cas de la déplétion de Tip60 (Tyteca et al., 2006). En effet, l'atténuation de 
Tip60 diminue l'expression de p21WAFI/CIPi après traitement à la daunorubicine (Gévry et al., 
2007). 
Sachant que p53 interagit avec p400, que p400 interagit avec Myc et que p400 sert à la 
déposition de H2A.Z, il devient pertinent de se demander comment la structure de la 
chromatine au promoteur de p21WAFI/CIPt varie lorsqu'une ou des combinaisons de ces 
molécules sont affectées. Les études mentionnées dans cette section basent leurs observations 
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sur des essais à basse résolution. Beaucoup plus d'information pourrait être obtenue à partir 
d'essais à haute résolution. 
1.6 Hypothèses et objectifs généraux de la thèse 
L'hypothèse de cette thèse est qu'il existe un mécanisme de ciblage général de la déposition 
du variant d'histone H2A.Z, et qu'il serait possible de détecter un signal génétique ou 
épigénétique associé à ce mécanisme. Dans ce chapitre, des données de la littérature ont été 
présentées qui justifiaient de porter notre attention à la fois sur un signal épigénétique, sur un 
court motif d'ADN ou encore sur une propriété physique intrinsèque à une séquence dans son 
ensemble. 
Le premier objectif de cette thèse est d'identifier des facteurs épigénétiques qui distinguent les 
régions où il y a eu déposition du variant d'histone H2A.Z. Étant donné la disponibilité 
d'ensembles de donnés exhaustifs décrivant les modifications post-traductionnelles des 
histones dans des cellules humaines (Barski et al., 2007; Wang et ai, 2008), un analyse chez 
cet organisme a été privilégiée. Le deuxième objectif est d'identifier s'il existe un court motif 
d'ADN, ou encore des caractéristiques physiques de longs fragments d'ADN, pouvant 
expliquer la déposition de la majorité des histones H2A.Z. La méthodologie utilisée et les 
résultats associés ont fait l'objet d'une publication, reproduite au chapitre 2. 
Un troisième objectif de cette thèse est de déterminer le positionnement des nucléosomes au 
promoteur de p21WAFI/apt. Bien que cette section de la thèse n'ait pas fait l'objet d'une 
publication, le protocole expérimental et d'analyse mis au point pourrait être utile pour le 
laboratoire et a été inclus ici pour fin de référence. 
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Depuis une cinquantaine d'années, on peut qualifier la recherche qui s'est faite en biologie 
comme étant stimulée par les hypothèses3, c'est-à-dire que les études sont conçues avec un ou 
plusieurs éléments définis à tester et à vérifier expérimentalement. Dans la dernière décennie, 
les technologies telles les puces à ADN ont permis de tester plusieurs hypothèses à la fois. Ce 
nombre d'hypothèses peut devenir tellement grand qu'il n'y a plus d'hypothèse : « on teste 
toutes les hypothèses». C'est une expérimentation stimulée par les données4. Avec les 
technologies de séquençage à haut débit, cette situation s'en trouve exacerbée. Une récente 
discussion vaut la peine d'être lue, opposant un partisan de la recherche stimulée par les 
données (Golub, 2010) et un partisan de la recherche stimulée par les hypothèses (Weinberg, 
2010). La méthode d'identification des modifications ou des séquences discriminant les 
nucléosomes H2A.Z décrite dans cette thèse répondrait bien entendu aux critères d'une 
recherche stimulée par les données. 
3 En anglais : hypothesis-driven research 




DISCRIMINATION DES NUCLÉOSOMES CONTENANT OU NON LE 
VARIANT D'HISTONE H2A.Z 
2.1 Préambule 
Tel qu'énoncé dans le chapitre précédent, les facteurs permettant de cibler le variant d'histone 
H2A.Z à quelques loci sont connus. Cependant, un mécanisme général permettant de 
déterminer sa localisation à l'échelle génomique, si un tel concept existe, demeure à être 
caractérisé. Deux possibles mécanismes de ciblage de ce variant d'histone peuvent exister: un 
mécanisme épigénétique, possiblement lié aux modifications post-traductionnelles des 
histones, ainsi qu'un mécanisme génétique, basé sur la séquence d'ADN. 
La publication de résultats de ChIP-Seq d'une grande quantité de modifications post-
traductionnelles d'histones a permis l'investigation de la présence d'un signal épigénétique 
ciblant H2A.Z (Barski et al., 2007; Wang et al., 2008). Connaissant la localisation de millions 
de nucléosomes possédante le variant d'histone H2A.Z et en utilisant la séquence du génome 
humain, nous avons utilisé plusieurs stratégies pour identifier un motif d'ADN pouvant 
possiblement cibler le variant d'histone à l'échelle génomique. 
Ces travaux ont mené à la publication d'un article dans la revue BMC Molecular Biology en 
mars 2009 (Gervais et Gaudreau, 2009). J'ai effectué toutes les analyses décrites dans cet 
article et écrit la version initiale du manuscrit. 
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Abstract 
DISCRIMINATING NUCLEOSOMES CONTAINING HISTONE H2A.Z OR 
H2A BASED ON GENETIC AND EPIGENETIC INFORMATION 
Alain L. Gervais and Luc Gaudreau5 
Département de Biologie, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada 
2.2 Abstract 
Background: Nucleosomes are nucleoproteic complexes, formed of eight histone molecules 
and DNA, and they are responsible for the compaction of the eukaryotic genome. Their 
presence on DNA influences many cellular processes, such as transcription, DNA replication, 
and DNA repair. The evolutionarily conserved histone variant H2A.Z alters nucleosome 
stability and is highly enriched at gene promoters. Its localization to spécifié genomic loci in 
human cells is presumed to depend either on the underlying DNA sequence or on a certain 
epigenetic modification pattern. 
Results: We analyzed the différences in histone post-translational modifications and DNA 
sequences near nucleosomes that do or do not contain H2A.Z. We show that both the 
epigenetic context and underlying sequences can be used to classify nucleosomal régions, with 
highly signiflcant accuracy, as likely to either contain H2A.Z or canonical histone ICA. 
Furthermore, our models accurately recapitulate the observed nucleosome occupancy near the 
transcriptional start sites of human promoters. 
5 To whom correspondance should be addressed. 
Email: Luc.Gaudreau@USherbrooke.ca 
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Conclusions: We conclude that both genetic and epigenetic features are likely to participate in 
targeting H2A.Z to distinct chromatin loci. 
Availability: The source code written for this study can be downloaded from 
http://pages.usherbrooke.ca/gaudreau/lab/zdiscrimination. 
2.3 Background 
Nucleosome core particles are protein complexes highly conserved in ail eukaryotes, present 
at every 160 to 240 DNA base pairs (McGhee and Felsenfeld, 1980) and composed of eight 
histone molecuies (two of each H2A, H2B, H3 and H4). They are primarily responsible for 
compaction of the eukaryotic genome and also play a rôle in various cellular processes, 
including transcriptional gene régulation, DNA replication, and DNA repair. Eukaryotic cells 
have evolved to use histone variants that differ from canonical histones, and which can define 
specialized areas of chromatin. While canonical histones are largely expressed during DNA 
replication, histone variants are usually expressed throughout the cell cycle. The intensively 
studied histone variant H2A.Z is highly conserved in évolution, even more so than H2A 
(Thatcher and Gorovsky, 1994). 
The first evidence of a transcriptional involvement for H2A.Z came from experiments in 
Tetrahymena thermophila, where H2A.Z was found to résidé exclusively in the 
transcriptionally active macronucleus (Allis et al., 1980). Later experiments in yeast have 
shown that H2A.Z can directly affect transcription (Adam et al., 2001; Santisteban et al., 
2000). In yeast, H2A.Z was shown to prevent the spread of heterochromatin into euchromatin 
(Meneghini et al., 2003). We and others have found that H2A.Z is preferentially localized to 
the initiator région of many yeast genes, where two H2A.Z-containing nucleosomes flank a 
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nucleosome-free région (Guillemette et ai, 2005; Li et al., 2005; Raisner et al., 2005; Zhang 
et ai, 2005). Importantly, the presence of H2A.Z at promoters has been shown to correlate 
positively with transcriptional activity in human cells (Barski et al., 2007), a sitiiation that 
appears to be in contrast to what has been documented in yeast, where there is an inverse 
corrélation with transcriptional activity (Guillemette et ai, 2005; Li et ai, 2005; Zhang et al., 
2005). Nonetheless, there is one report in yeast that does not find any corrélation of H2A.Z 
presence with transcription rate (Raisner et ai, 2005). The authors of this study used arrays 
covering a single yeast chromosome, and we believe that they may have missed some highly 
transcribed genes, precluding them from identifying this inverse corrélation. In addition to 
transcriptional régulation, H2A.Z is critical for other fonctions, such as proper development 
(Faast et ai, 2001), centromere structure (Greaves et ai, 2007), and genome integrity (Krogan 
et ai, 2004; Rangasamy et ai, 2004). 
There is evidence that H2A.Z itself is not a self-perpetuating epigenetic mark (Viens et ai, 
2006). It is therefore conceivable that protein complexes able to deposit H2A.Z on chromatin 
are targeted to spécifié loci by recognizing a DNA sequence pattern or a combination of 
epigenetic marks. A complex containing Swrl, a Swi/Snf-related ATPase, is able to catalyze 
déposition of H2A.Z in yeast (Kobor et ai, 2004; Krogan et ai, 2003; Mizuguchi et ai, 2004). 
In mammals, two complexes have been identified that contain orthologs of Swrl : SRCAP and 
p400. Both complexes are known to deposit H2A.Z within chromatin both in vitro and in vivo 
(Gévry et ai, 2007; Ruhl et ai, 2006; Wong et ai, 2007). The mechanism by which they 
target H2A.Z to specific DNA loci is not clear. In yeast, inserting a short DNA fragment 
containing a sequence similar to the consensus Rebl récognition site followed by a polyT tract 
is sufficient to target the formation of a nucleosome-free région flanked by two nucleosomes 
containing H2A.Z, in a région previously shown not to contain H2A.Z (Raisner et ai, 2005). 
In addition, the Tupi corepressor has been shown to cooperate with the SWR1 complex in 
H2A.Z déposition both at the GAL1 and SUC2 promoters in yeast (Gligoris et ai, 2007). 
Although it is known that Tupi interacts with hypoacetylated H3 and H4 histone tails (Davie 
étal., 2002), the exact mechanism by which it is targeted to the GAL1 promoter still remains 
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unsolved (Gligoris et al., 2007). In Caenorhabditis elegans, the PHA-4 transcription factor 
(which beiongs to the FoxA family) binds a known DNA sequence and recruits H2A.Z to the 
promoters of genes involved in pharyngeal development (Updike and Mango, 2006). 
However, a sequence pattern that is able to promote the déposition of H2A.Z has yet to be 
found in mammalian cells. Intriguingly, however, we have been able to show that H2A.Z can 
localize to p53 binding sites at général target genes tested, which could suggest a rôle for 
transcriptional activators in targeting H2A.Z to certain loci (Gévry et al., 2007). Another 
mechanism by which a déposition complex may be targeted to chromatin loci is by 
recognizing histone post-translational modifications, which extends the information that may 
be interpreted from chromatin, thus forming a "histone code" (Jenuwein and Allis, 2001). 
Proteins containing bromodomains and chromodomains are able to recognize acetylated and 
methylated histone residues, respectively. Importantly, Swrl co-purifies with Bdfl 
(Bromodomain Factor 1), a protein that recognizes acetylated H3 and H4 histone tails (Krogan 
et al., 2003). The p400 complex contains Brd8 (Bromodomain containing 8), an ortholog of 
Bdfl, which could have the same rôle. Taken together, these observations motivated us to 
search both for a short DNA motif and an epigenetic pattern that may be responsible for 
promoting H2A.Z déposition to chromatin. 
It has long been known that DNA sequences differ in their binding affinity to histone octamers 
(Pennings et al., 1989), up to a thousand-fold (Thâstrôm et al., 1999), which has led to the 
search for a pattern able to predict nucleosome binding affinity. A Fourier analysis of 177 
nucleosome sequences from the chicken genome revealed a clear periodicity signal for AT 
dinucleotide pairs, which is repeated with a period of 10.2 base pairs (Satchwell et al., 1986). 
This period corresponds roughly to a turn of the DNA double hélix. Both natural and artificial 
sequences selected for high nucleosome affinity show a similar periodic pattern (Lowary and 
Widom, 1998; Thâstrôm et al., 1999). Dinucleotide base pairs differ in structural properties 
such as bendability and twistability (Widom, 2001). Indeed, the number and phase of AT 
nucleotide pairs influences sequence affinity to nucleosomes (Segal et ai, 2006). This is the 
rationale for the "flexibility model", which will be described below. 
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The crystal structure of H2A.Z is remarkably similar to that of H2A despite a low sequence 
similarity of 60% (Suto et al., 2000; West and Bonner, 1980). Two régions stand out from this 
structure: the docking domain, which creates an interaction surface with the H3-H4 tetramer, 
and the histone fold, which is a conserved motif common to core histones. The différences 
present in the docking domain and histone fold régions lead to changes between H2A.Z-H2B 
dimers and in their interaction with H3-H4 tetramers, as compared to H2A-H2B (Suto et al., 
2000). Furthermore, nucleosomes containing H2A.Z display increased mobility and decreased 
corrélations between internai motions, particularly in the L2 loop, which closely interacts with 
DNA (Ramaswamy et al., 2005). Taken together, these observations motivated us to explore 
the possibility that longer DNA sequence features may facilitate H2A.Z déposition within 
chromatin. 
It should be noted that H2A.Z itself is the target of post-translational modifications, such as 
acetylation, in yeast (Babiarz et al., 2006; Millar et al., 2006) and ubiquitylation in human 
cells (Sarcinella et al., 2007). In yeast, H2A.Z can be acetylated at four lysines, K14 being the 
most abundantly modified one. Acetylation of H2A.Z is associated with gene activity (Millar 
et al., 2006) and is required for the maintenance of NuA4-dependant telomeric 
heterochromatin boundaries (Babiarz et al., 2006). Ubiquitylation marks H2A.Z within 
facultative heterochromatin, such as the inactive X chromosome of female cells (Sarcinella et 
al., 2007). 
The genome-wide presence of variant histone H2A.Z has been studied using next-generation 
sequencing in three organisms as of yet: yeast (Albert et al., 2007), drosophila (Mavrich et al., 
2008) and humans (Barski et al., 2007). Recently, high-resolution localization data has been 
published for 37 histone post-translational modifications present on human nucleosomes 
(Barski et al., 2007; Wang et al., 2008), allowing for a systematic search of a pattern that 
could shed some light on H2A.Z localization preferences. Our analysis uses these multiple 
sources of information to identify features that differentiate H2A.Z from H2A loci in humans, 
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which distinguishes it from earlier studies. Here we show that models based on both genetic or 
epigenetic information are able to predict the H2A.Z or H2A status of nucleosomes with an 
accuracy significantly greater than random, and that a flexibility-driven model of those 
sequences can predict the distribution of H2A.Z-containing nucleosomes observed near 
transcriptional start sites in vivo. 
2.4 MetHods 
We sought to identify either a genetic or an epigenetic signature discriminating between 
H2A.Z- or H2A-containing nucleosomes. In order to achieve this, we used data published 
from the studies of Barski et al. and Wang et al. (see Table 2-1), which rely on high-
throughput sequencing of immunoprecipitated DNA fragments ("ChIP-Seq"). There are over 
seven million such coordinates made available using H2A.Z and H2A antibodies, and between 
two million and sixteen million for ail other post-translational modifications surveyed. 
Coordinates referring to genomic régions where both H2A.Z- and H2A-containing 
Table 2-1 Summary of the datasets used in this study 
Source Contents 
Wang etaL (2008) 18 histone acetylations (H2AK5ac, H2AK9ac, H2BK120ac, 
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK5ac, H3K14ac, H3K18ac, H3K23ac, 




nucleosomes were identified, which we call "contradictions", were considered to be H2A.Z. 
The rationaie behind this is H2A.Z replaces H2A in nucleosomes following replication and the 
observation of H2A.Z in at least some cells in a population indicates that a nearby pattern 
promoting H2A.Z déposition could exist. This assumes that déposition of S-phase H2A is 
largely untargeted and that the déposition of replication-independent H2A.Z is targeted. 
Removal of contradictions left more than four million coordinates in the H2A dataset. 
Throughout this paper, classifïers are trained or tested on datasets having the same number of 
H2A.Z and H2A entries, which implies that the expected accuracy of a random classifier 
operating on these datasets is 50%. Entries are selected randomly from the larger dataset to 
equal the size of the smaller dataset. Ail classifïers are tested on entries distinct from the 
training datasets, and reported performances correspond to performance evaluated on the test 
datasets. When referring to random datasets, we refer to datasets used as negative controls 
where H2A.Z and H2A entries have been intermixed, and we do not expect to find a pattern 
discriminating such datasets. 
2.4.1 Epigenetic information 
In an effort to identify an epigenetic pattern possibly facilitating the déposition of the H2A.Z 
in chromatin, we used the genomic coordinates of H2A.Z- and H2A-containing nucleosomes, 
and of ail 37 post-translational modifications. For each genomic région, we verified if it co-
localized with any of the post-translational modifications. Co-localization was defined as a 
distance between centers of nucleosomes inferior than 300 base pairs, which allows 
identification of histone post-translational modifications occurring near the coordinates of that 
nucleosome or near those of its immediate neighbor. This provided us with information on 
many post-translational modifications seen within the vicinity of genomic locations where 
H2A.Z- and H2A-containing nucleosomes were found. 
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To identify which post-translational modifications better discriminated between the two 
datasets, we used the C4.S algorithm (Quinlan, 1996), which builds a décision tree by 
measuring the information gained by splitting the data using each modification. The tree is 
built iteratively until no post-translational modifications remain or certain termination 
conditions are met. The inferred décision tree can be interpreted and later be used for 
classification. 
2.4.2 Genetic sequence information 
The genomic sequences associated to H2A.Z- or H2A-containing nucleosomes were extracted 
by extending the aforementioned short read coordinates to the full length of DNA around a 
nucleosome (146 base pairs), taking into account the strand of the short read, which is 
necessary to appropriately identify the nucleosome center position (Schmid and Bûcher, 
2007). Those coordinates were further extended, centered on the nucleosome, to either 150 or 
300 base pairs. Sequence datasets were generated by extracting the sequences at these 
coordinates from the UCSC human genome, version 18 (Karolchik et al, 2008). 
We have attempted to associate a pattern to H2A.Z sequences using multiple methods, which 
are detailed in the following subsections. These include using traditional motif finding 
algorithms, an exhaustive word counting analysis, a blended-spectrum support vector machine 
search and various Markov models, of which our flexibility model is a subtype. 
2.4.3 Motif finding algorithms 
In an attempt to identify a short DNA sequence motif to the déposition of H2A.Z in 
nucleosomes, we extracted the 100 most abundant, non-repeated H2A.Z sequences that were 
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within one thousand base pairs firom transcriptional start sites. We then searched for over-
represented sequences using the BioProspector (Liu et al, 2001) and MEME (Bailey and 
Elkan, 1994) motif fmding algorithms. To assess the validity of a putative motif found by 
these algorithms, we extracted the corresponding weight matrix from the algorithm output, 
searched for highest-scoring matches genome-wide, and evaluated if a co-localization could be 
found with H2A.Z nucleosome coordinates. 
2.4.3.1 Word countlng 
Recognizing that the practical restrictions on the number of sequences that could be used in 
many traditional motif flnding algorithms might preclude us from finding motifs enriched in 
the whole H2A.Z datasets, we used a simple word counting technique that would be able to 
take advantage of ail the sequences in the datasets. A word is a subsequence of smaller length 
in a nucleosomal sequence. We computed the observed frequency of ail possible words of 
length 1 to 12 in ail datasets and computed their enrichment in H2A.Z datasets as compared to 
H2A datasets. 
2.4.3.2 SVMfeature search 
Support vector machines have been applied successfully to identify nucleosome-forming 
sequences (Peckham et al., 2007). We have applied a similar technique to discriminate H2A.Z 
from H2A sequences, using the software package GIST (Pavlidis et al., 2004) trained on a 
feature space composed of observed frequencies of ail words of lengths 1 to 6 of ail sequences 
in both datasets. For practical reasons, namely memory requirements, we had to limit training 
to the 2000 most frequently observed sequences of each dataset. 
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2.4.3.3 Markov models 
The use of nucleosome coordinates that have essentially a single base pair resolution allowed 
us to build positional sequence model of similar resolution. We sought to model H2A.Z and 
H2A nucleosome sequences using positional Markov models of variable order, and a 
positional flexibility model similar to an order 1 Markov model where the probabilities of 
observing a flexible dinucleotide pair (AT/AA/TT/TA) is evaluated against ail other 
dinucleotide pairs. The models are positional in the sense that model parameters are computed, 
and therefore différent, for each sequence position. Non-positional Markov models, in which 
model parameters are the same for the whole sequence, have also been trained and evaluated 
as a basis for comparison. 
A formai description of the positional Markov model used is given here, and to our knowledge 
such models have not been described elsewhere, at least in the context of biological sequences. 
Non-positional Markov models of varying order, when applied to nucleotide sequences, are 
used to evaluate the probability of observing a nucleotide preceded by a varying number of 
other nucleotides that depend on this order. For example, a third-order Markov model can be 
used to evaluate the probability P (A | 111), which translates to the probability of observing an 
adenine preceded by three thymines in some biological sequence. We extend this model 
considering the position at which those nucleotides are observed as a parameter of model: 
P(A | 1ÏT, j=10), which translates to the probability of observing an adenine preceded by 
three thymines at position 10 of the sequences. Given a list S of n sequences of equal length /, 
the foreground probability fj of observing the short nucleotide sequence mapping to integer j 
at position / of the sequences is based on Equation 2-1. To simplify description of the method, 
one should assume that fonction D(s,i,o) maps the short subsequence in s represented by 
nucleotides to a unique integer value, where s€E S. Function fi (s,i,o) is 





^2 &(j, 0(s, h o)) where o <i < l 
fi j = Vj where 0 < j < 4°+1 
1 Tb 
o = order of the model 
where 
Equation 2-2 
,. . x / 1 if h = h 
J i i  J2) | 0 otherwise 
Similarly, the background probability bj of observing the short nucleotide sequence mapping 
to integer j is based on Equation 2-3. Notice that ail positions are treated equally. 
Equation 2-3 
1 
^ _ Vses i=o V? where 0 < j < 4°+1 
3 n(l — o) o = order of the model 
Altematively, the parameters bj can be computed from the whole genome sequence rather than 
from the input sequences S. The scoring function uses the parameters computed to evaluate 
the log-odds of observing a particular sequence, as is detailed in Equation 2-4. 
Equation 2-4 
Score(s) = V] log2 
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The parameters fij and bj are computed separately on the H2A.Z and H2A sequences. When 
presented with an unknown sequence, the classifier assigns it to the most likely class 
according to this score. 
2.5 Results and discussion 
2.5.1 Epigenetic information can be used to predict H2A.Z localization 
We first examined if epigenetic information such as histone acetylations and methylations may 
be used to predict the presence of H2A.Z-containing nucleosomes observed in vivo. As 
previously stated, we used the coordinates published by Barski et al. and Wang et al. to 
identify which post-translational modifications were found in proximity to each H2A.Z and 
H2A-containing nucleosomes. We chose to model post-translational modifications as either 
present or absent, as represented in Figure 2-1. The figure shows a clustered view of one 
hundred entries of H2A.Z and H2A locations that have been selected randomly from the 
millions of entries available. The presence of a modification is determined according to the 
previously mentioned co-localization criteria (see Methods). 
If we restrict the C4.S algorithm to consider any single post-translational modification, we can 
show that not ail post-translational modifications are equal in their ability to predict the H2A.Z 
status of a nucleosome (Figure 2-1B), ranging from having highly significant success (65.1% 
accuracy for H3K18ac) to not performing better than a random classifier (50.4% accuracy for 
H3K27me2). Note that the top thirteen post-translational modifications prédictive of H2A.Z 
presence are acetylations. We speculate that this might be reflective of bromodomains in 
proteins of the déposition complexes. 
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In an effort to identify which combinations of post-translational modifications best predict the 
presence of H2A.Z, we tested each possible combination of up to four modifications. We 
limited the number of training and testing entries to 50,000 randomly chosen régions, keeping 
running time within reasonable limits while still achieving statistically highly signiflcant 
results. Predictably, there is an increase in classifler accuracy with an increasing number of 
post-translational modifications used in training (Figure 2-lC). The best resuit was obtained 
considering H3K18ac, H4K5ac, H4K8ac and H4K20mel (accuracy of 68.3%, p-
value < 1.0 x 10"324, binomial test). The best classification tree using four post-translational 
modifications inferred by the C4.5 algorithm is given in Figure 2-1D. Post-translational 
modifications H3K18ac, H4K5ac and H4K8ac are positive predictors of H2A.Z presence, 
while H4K20mel is a negative one. The identifled post-translational modifications are not 
guaranteed to occur on the same nucleosome, since the chromatin immuno-precipitation 
experiments from which the datasets used are derived are distinct and separate experiments, 
and also because the distance threshold to identify local post-translational modifications was 
sufïlcient to span one nucleosome on each side. 
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Figure 2-1 Epigenenetic information can be used to predict if a nucleosome is likely to 
contain H2A.Z. 
(A) Histone post-translational modifications neighboring randomly selected genomic 
régions where a H2A.Z- or H2A-containing nucleosome was found. Red indicates 
presence of a modification and green indicates absence. (B) Accuracies of classifiers 
trained on a single post-translational modification using the C4.5 algorithm. Post-
translational modifications vary greatly in their potential to predict the H2A*Z status of 
a nucleosome. Most of the best modifications are acetylations. (C). Accuracies of the best 
classifier trained on a combination of the specified number of post-translational 
modifications. Using multiple post-translational modifications improves the overall 
classification accuracy. (D) Best décision tree inferred using the C4.5 algorithm using 
four post-translational modifications. Three modifications in this tree (H3K18ac, 
H4K5ac and H4K8ac), if present in a particular genomic région, guide the classification 
toward H2A.Z, while the other (H4K20mel) guides it toward H2A. 
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We conclude from these results that it is indeed possible to use epigenetic information to 
predict if a locus is more likely to be enriched in H2A.Z relative to H2A. H2A.Z binding has 
been previously strongly associated with H3K4me2 (Barski et al., 2007), and importantly we 
have also been able to score this as the prevalent histone methylation mark associated with 
H2A.Z. 
2.5.2 Genetic information can also be used to predict H2A.Z localization 
Several high-scoring motifs have been found using the MEME and BioProspector algorithms. 
However, we were not able to find co-localization of genome-wide instances of any motif and 
H2A.Z (data not shown). The word-counting analysis revealed that some words are enriched 
in H2A.Z datasets relative to the H2A dataset (Figure 2-2A). In fact, there are more enriched 
words than depleted words (asymmetry coefficient of 0.8). This is not the case for words in the 
random dataset. The most enriched and depleted words formed of eight base pairs are given in 
Figure 2-2B. We present computed results using this word length because it is the longest 
length tested for which the odds computed did not sufîer from the small number of 
corresponding sequences. Indeed, the longer the sequence considered, the less likely it is to 
occur in the datasets. These results indicate that although we were unable to find a small DNA 
sequence associated with H2A.Z, some words are clearly enriched in H2A.Z sequences. 
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Figure 2-2 Genetic information can also be used to predict if a nudeosome is likely to 
contain H2A.Z. 
(A) Top panel is a histogram of the log-odds of ail words of eight base pairs in the H2A.Z 
dataset compared with the H2A dataset. Bottom panel shows the same analysis carried 
out on the randomized dataset. (B) Log odds of the most enriched and most depleted 
words in the H2A.Z versus the H2A dataset. (C) Flexibility profile of H2A.Z- and H2A-
containing nudeosome sequences. These curves represent the positional flexible 
dinucleotide log-odds of the flexibility models described, trained on ail H2A.Z and H2A 
sequences including their reverse complément, using a background probability 
calculated on input sequences without regard to position. H2A.Z-associated sequences 
are slightly more rigid than their H2A counterparts. (D) Classification results for some 
of the sequence-based classifiers investigated. True positives in light green, true negatives 
in dark green, false positives in light red and false negatives in dark red. GC%: A model 
based solely on GC content of the sequences. MarkovX: A model based on a positional 
Markov model of order X (see text). NPMarkovX: A model based on a non-positional 
Markov model of order X. Flexibility: A model based on dinucleotide flexibility (see 
text). SVM: A model based on a support vector machine. 
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To investigate if longer sequence models could explain H2A.Z distribution, sequences from 
the H2A.Z and H2A datasets were modeled using the positional flexibility model described 
earlier. We have observed a pattem that is différent for H2A.Z and H2A-associated sequences 
(Figure 2-2C), suggesting a possible sequence bias. We then tested the différent sequence 
models mentioned earlier and evaluated their performance (Figure 2-2D). The flexibility 
model achieves an accuracy of 59% over ail sequences tested. This classification can be 
improved significantly using a fîfth-order positional Markov model, which achieves an 
accuracy of 66%. However, using even higher order Markov models does not improve 
accuracy (data not shown). Notice that although the most enriched words are GC-rich, and the 
flexibility model indicates that H2A.Z sequences are more rigid, a model based solely on the 
percentage of GC base pairs in the sequences has the lowest accuracy of the models tested 
(Figure 2-2D). Différent measurement methods of the stability of nucleosomes containing 
H2A.Z produce conflicting results (Abbott et al., 2001; Park et al, 2004), which could be 
resolved by the fact that nucleosome stability is affected by acetylation (Thambirajah et ai, 
2006). We fïnd that nucleosomes containing H2A.Z are present at sequences more rigid than 
H2A, which we speculate could be caused by its increased stability (Thambirajah et al., 2006). 
We have thus shown that the DNA sequence compacted by a nucleosome contains features 
that can be used to predict if it is more likely to be harboring H2A.Z or H2A. 
2.5.3 The flexibility model is sufficient to predict the presence of H2A.Z bordering 
transcriptional start sites 
We next asked if the models computed in the previous section could be validated by 
observations made in vivo. Because H2A.Z-containing nucleosomes are enriched near 
transcriptional start sites, we chose to focus our analysis to these régions. Figure 2-3A and 
Figure 2-3B show the nucleosome occupancy counts observed in vivo, computed by 
incrementing a vector of counters for ail base pairs covered by ail observed nucleosomes. In 
contrast to the datasets used to build our sequence models, we did not filter contradictions 
55 
Chapitre 2 - Discriminating H2A.Z nucleosomes 
(régions where both H2A.Z and H2A were present) when Computing occupancy. An 
enrichment of H2A.Z nucleosomes near, but not directly at, transcriptional start sites can be 
observed (Figure 2-3A). Also, reduced H2A occupancy near transcriptional start sites has been 
found (Figure 2-3B). 
We applied the flexibility sequence model to predict H2A.Z and H2A nucleosome occupancy 
near ail human transcriptional start sites in the UCSC genome database. If one considère that 
the predicted afïlnity of a sequence to nucleosomes is equal to the score of either model, we 
can clearly see régions of high predicted nucleosome forming potential at both sides of 
transcriptional start sites, separated by a région of low nucleosome-forming potential (Figure 
2-3C). Predicted H2A.Z nucleosome-forming potential is higher near transcriptional start sites, 
which agréés with previously reported genome-wide nucleosome occupancy assays (Barski et 
al., 2007). Furthermore, a short région of low nucleosome-forming potential between the two 
H2A.Z peaks is predicted, which is directly aligned with the H2A.Z depletion observed in 
Figure 2-1 A. This is reminiscent of the nucleosome-free région present at yeast gene 
promoters (Guillemette et al., 2005; Li et al., 2005; Raisner et al., 2005; Yuan et al., 2005; 
Zhang et al., 2005). We then chose to compute the observed H2A to H2A.Z occupancy ratio, 
as well as the predicted H2A to H2A.Z score ratio (Figure 2-3D). These ratios give 
surprisingly similar results, and the two curves have a Spearman's corrélation value of 0.90. 
With these results, we find that the flexibility model used accurately reflects the observed 
H2A to H2A.Z occupancy ratio near transcriptional start sites observed in vivo. 
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Figure 2-3 The flexibility mode! can recapitulate the H2A.Z presence pattern bordering 
transcriptional start sites observed in vivo. 
(A) H2A.Z occupancy calcuiated from data originating from Barski et aL Occupancy is 
calcuiated by counting how many times a nucleosome is found on each base pair. (B) 
H2A occupancy, calcuiated as in panel A. (C) Scores of the H2A.Z and H2A flexibility 
models over ail human transcriptional start sites. Those régions are clearly a better fit 
for the H2A.Z model. (D) Model and occupancy ratios. The occupancy ratio curve is 
calcuiated by dividing the occupancy counts of the H2A dataset by that of the H2A.Z 
dataset The score ratio is calcuiated similarly by using the scores in panel C. The 
normalized curve is calcuiated by scaling the values of the score ratio curve between 0 
and 1. The occupancy ratio curve was not normalized in any way. 
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2.6 Conclusions 
The purpose of this paper was to identify either a sequence pattern or an epigenetic pattern that 
could account for H2A.Z localization within spécifié genomic loci. Our data show that it is 
possible to predict whether a nucleosome is more likely to contain H2A.Z or canonical histone 
H2A using both genetic or epigenetic information with highly significant accuracy, and that 
the flexibility model was able to recapitulate the observed pattern of H2A.Z déposition 
observed in vivo. Histone modifications H3K18ac, H4K5ac and H4K8ac are positively 
associated with H2A.Z, while H4K20mel is negatively associated. The DNA flexibility model 
suggests that H2A.Z is more likely than H2A to be found near transcriptional start sites. Since 
models using both genetic and epigenetic information achieve similarly good accuracy, we 
speculate that mechanisms recognizing histone post-translational modifications and influenced 
by DNA sequence are likely to exist in vivo. 
The classifiers we tested were trained on data originating from ail genomic régions, 
irrespective of transcriptional activity or neighboring genomic features such as coding régions 
or telomeres. They provide a birds-eye view of the features that are most likely to influence 
H2A.Z déposition genome-wide, and may help prioritize further biological experiments. It is 
possible that the best predictors of déposition for subsets of H2A.Z molecules (near telomeres, 
for example) are différent than those observed genome-wide. 
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ÉTUDE DU POSITIONNEMENT DES NUCLÉOSOMES À P21WAF1/CIP1 PAR 
RESÉQUENÇAGE SÉLECTIF 
3.1 Introduction 
Ce chapitre décrit une méthode expérimentale qui a été développée au cours de mes études 
graduées et qui devrait permettre le positionnement de nucléosomes à plusieurs loci d'intérêt 
du génome humain. Ce positionnement aurait une résolution d'une paire de bases et serait 
effectué à un coût relativement faible étant donné la précision des résultats. La marche à suivre 
décrite fait intervenir à la fois des manipulations en laboratoire impliquant du matériel 
biologique et un protocole d'analyse bioinformatique. La méthode d'analyse a été validée à 
l'aide de données simulées. 
Notre laboratoire s'intéresse à la régulation de l'expression de p21WAFI/c,PI. Ce gène est 
responsable de l'arrêt du cycle cellulaire en G1 d'une façon p53-dépendante (el-Deiry et al., 
1993). Nous avons démontré que la localisation de H2A.Z en régule l'expression en réprimant 
l'activité basale de p2iWAFl/clpl (Gévry et al., 2007). Sa localisation exacte dépend de 
plusieurs effecteurs cellulaires, dont p400, p53 et c-Myc (Chan et al., 2005; Gévty et al., 
2007; Svotelis et al., 2009). Jusqu'à maintenant, la structure chromatinienne au promoteur de 
p2lWAFl/cm a été étudiée à des endroits bien spécifiques, mais non de façon systématique. La 
cartographie du positionnement des nucléosomes à ce promoteur sous diverses conditions 
permettrait d'identifier de nouveaux loci importants dans la régulation de son expression. Par 
exemple, on peut utiliser la localisation des nucléosomes pour inférer quels loci d'ADN 
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potentiellement reconnus par un régulateur seront accessibles et donc fonctionnels in vivo 
(Knezetic et Luse, 1986; Zhang et Pugh, 2011). La méthodologie expérimentale utilisée pour 
déterminer cette localisation implique souvent une étape d'immunoprécipitation de la 
chromatine suivie d'une évaluation de l'abondance de cette protéine à un locus donné 
(Solomon et al., 1988). Cette évaluation peut se faire à plus ou moins grande échelle, allant 
d'un locus spécifique unique au génome entier. Les avancées des dernières années ont surtout 
porté sur la deuxième étape, le SAGE (sériai analysis of gene expression) (Roh et al., 2004), 
les puces à ADN (Lee et al., 2006; Ren et al., 2000) et le séquençage à haut débit (Barski et 
al., 2007). 
Malgré la maturation des technologies de séquençage à haut débit, qui peuvent générer de plus 
en plus de séquences par expérience (plusieurs millions), il n'est toujours pas possible de 
déterminer avec précision la localisation d'une protéine située de façon abondante et éparse 
dans le génome (Mamanova et al., 2010), comme par exemples les histones canoniques (sans 
égard pour toute modification post-traductionnelle). Une façon de remédier à cette situation 
est de combiner les résultats de plusieurs réactions de séquençage à haut débit, permettant 
d'atteindre la spécificité voulue (Schones et al., 2008), ou encore de réduire (enrichir) les 
séquences immunoprécipitées pour des régions d'intérêt (Gnirke et al., 2009; Mamanova et 
al., 2010). Le coût de la première solution peut s'avérer prohibitif pour plusieurs laboratoires 
étant donné le prix des services de séquençage. La deuxième solution porte le nom de 
reséquençage sélectif. Il existe des kits commerciaux permettant de faire du reséquençage 
sélectif, vendus par exemple sous l'appellation SureSelect par Agilent. 
Brièvement, la méthode de reséquençage sélectif SureSelect permet d'enrichir un échantillon 
d'ADN en fragments de séquence connue en précipitant des appâts marqués à la biotine 
synthétisés pour cibler les régions d'intérêt (Gnirke et al., 2009). Dans notre cas, ce n'est pas 
la séquence en tant que tel qui nous intéresse, mais la fréquence relative des différents 
fragments. Ceci nous permettra de déterminer la densité de nucléosomes aux régions d'intérêt. 
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En effet, pour cartographier le positionnement des nucléosomes en général au promoteur de 
p21WAFI/CIPI, nous avons choisi une approche basée sur l'isolation de fragments d'ADN 
mononucléosomaux en conjonction avec un reséquençage sélectif utilisant une technologie de 
séquençage à haut débit Étant donné la taille cumulative des régions pouvant être ciblées par 
la librairie de reséquençage (environ 3.S millions de nucléotides), nous avons choisi d'étendre 
la sélection de régions à reséquencer aux promoteurs de plusieurs gènes cibles de p53 et AhR, 
en plus des cibles typiques p21WAFI/CIP1, CYP1A1 et CYP1A2. Nous l'avons aussi étendue à 
des amplificateurs transcriptionnels jugés pertinents de par la présence de sites de liaison de 
p53 ou AhR et de leur proximité (relative) à ces gènes d'intérêt. La démarche de sélection est 
détaillée dans la suite de ce chapitre. 
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WAFVC1P1 Figure 3-1 Méthodologie de reséquençage au promoteur dep21 
Le pontage au formaldéhyde de chromatine de cellules humaines suivie d'une digestion à 
la MNase permet l'isolation et la purification sur gel de fragments d'ADN de taille 
mononucléosomale. Les fragments spécifiques aux régions d'intérêt sont enrichis par 
hybridation à des fragments d'ARN biotinylés, suivi d'une capture sur billes 
magnétiques. Les fragments enrichis pour les régions d'intérêt sont ensuite séquencés. 









Figure 3-2 Structure du promoteur contrôle pS2. 
La région contrôle de pS2 (TFF1), d'une taille de 13 kpb est représentée par la ligne 
noire ci-dessus. Notez les positions des deux nucléosomes dont la position a été 
caractérisée par Sewack et Hansen (1997), désignés NucE et NucT, représentés par les 
deux boîtes noires. 
3.1.1 Aperçu de la méthode 
Brièvement, nous pouvons déterminer le positionnement des nucléosomes aux régions 
d'intérêt en effectuant les étapes suivantes, détaillées plus loin, et illustrées schématiquement 
dans la Figure 3-1 : 
1. un pontage au formaldéhyde de cultures de cellules; 
2. une isolation des noyaux de ces cellules 
3. une digestion à la nucléase micrococcale sur ces noyaux; 
4. la purification de l'ADN protégé de la digestion; 
5. l'isolation de fragments de taille mononucléosomale par migration sur gel d'agarose; 
6. l'enrichissement des échantillons pour des fragments d'ADN correspondant au 
promoteur de p21WAF1/c,PI, les amplificateurs liant p53 ou AhR en utilisant la méthode 
SureSelect; 
7. le séquençage des fragments d'ADN purifiés; 
8. l'identification des coordonnées des séquences obtenues dans le génome humain; 
9. l'identification de la position des nucléosomes à partir des séquences obtenues; 
Ce protocole est versatile et peut être adapté pour permettre la cartographie de la structure de 
la chromatine à différents endroits simplement en modifiant le contenu de la librairie de 
reséquençage. 
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Figure 3-3 Région ciblée par la librairie de reséquençage au promoteur de p21 
La région couverte par la librairie de reséquençage à ce promoteur, d'une taille de 
34 kpb, est représentée par la barre noire. 
Suivi dHi ; I 
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Étant donné que le protocole de reséquençage permet l'ajout d'étiquettes d'ADN aux 
échantillons, il est possible de combiner plusieurs échantillons (avec des étiquettes différentes) 
avant d'effectuer le séquençage et ainsi les distinguer. On peut donc, à partir d'une seule 
réaction de séquençage, déterminer quels nucléosomes ont été déplacés suite à un traitement 
donné. 
3.2 Sélection des régions ciblées par le reséquençage sélectif 
3.2.1 Régions d'intérêt principales 
Les cibles principales de notre librairie de reséquençage sont les promoteurs de p21WAFl/CIPl et 
la région intergénique entre CYP1A1 et CYP1A2. Comme contrôle positif, nous avons choisi 
le promoteur du gène pS2 (TFF1, trefoil factor 1), un marqueur de cellules mammaires 
cancéreuses, où la position de certains nucléosomes est connue (Sewack et al., 2001; Sewack 
et Hansen, 1997). La position de ces nucléosomes ainsi que la région couverte par la librairie 
de reséquençage au promoteur de pS2 sont données à la Figure 3-2. Cette région a une taille de 
13 kpb. Comme il sera décrit plus tard, la connaissance d'une région où les nucléosomes sont 
bien positionnés, comme au promoteur de pS2, nous permettra de calibrer, à partir des 
lectures de séquençage obtenues à ces coordonnées, des valeurs pour l'instant définies plutôt 
arbitrairement dans l'algorithme de détection de nucléosomes. 
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Figure 3-4 Région intergénique de CYPIAI et CYP1A2 couverte par la librairie de 
reséquençage 
La région couverte par la librairie de reséquençage à cette région intergénique, d'une 
taille de 45 kpb, est représentée par la barre noire. 
La région couverte par la librairie de reséquençage au promoteur de p21WAF1/CIPJ est illustrée à 
la Figure 3-3, et a une taille de 34 kpb. La région intergénique entre CYPIAI et CYP1A2 
couverte par la librairie de reséquençage est illustrée à la Figure 3-4, et a une taille de 4S kpb. 
3.2.2 Détermination des cibles supplémentaires de reséquençage 
Le reséquençage de ces régions ne nécessite qu'une infime partie (moins de 100 kpb) de la 
capacité de la librairie de capture. Conséquemment, nous avons ajouté les promoteurs de 
plusieurs cibles de p53 et de AhR à la librairie de capture. La méthodologie exacte employée 
est détaillée ci-dessous. De plus, nous avons ajouté les coordonnées d'amplificateurs 
transcriptionnels pour lesquels nous avions raison de croire que des sites de liaison de p53 ou 
de AhR s'y trouvaient. 
3.2.3 Identification des gènes cibles de p53 
Nous avons puisé dans plusieurs publications et bases de données pour identifier des gènes 
régulés par p53. Ces cibles ont été déterminées expérimentalement, soit à petite échelle (un 
gène à la fois), par SAGE (Polyak et ai, 1997), par induction de l'expression de p53 et 
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analyse de profil d'expression par puces à ADN (Crighton et al, 2006; Kannan et al., 2001a; 
Kannan et al., 2001b; Zhao et al., 2000), ou par séquençage de fragments d'ADN 
immunoprécipités avec un anticorps reconnaissant p53 (Wei et al., 2006). Nous avons aussi 
utilisé des sites de liaison répertoriés dans TRANSFAC (Wingender et al., 1996)6. 
La Table A- 1 (en annexe) donne les gènes cibles de p53 qui ont été identifiées dans la 
littérature, les publications qui ont entraîné leur ajout à cette liste ainsi qu'une brève 
description du gène. Les tableaux résumés de Qian et al. (2002), Weinberg et al. (2005) et de 
Miled et al. (2005) ont été utiles dans l'élaboration de cette table. 
3.2.4 Identification des gènes cibles de AhR 
Le récepteur aryl hydrocarbone (AhR) est activé par la liaison à ses ligands, des hydrocarbures 
aromatiques polycycliques. Parmi les plus étudiés, on retrouve le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) et le benzo(a)pyrène (BaP). AhR reconnaît et se lie à des courtes séquences 
d'ADN, désignées comme des éléments de réponse xénobiotique (XRE). Nous avons identifié 
une liste de gènes cible de AhR à partir de l'étude de Hockley et al. (2007), où les gènes dont 
l'expression est altérée par l'ajout de TCDD, de BaP et de BDPE ont été identifiés par 
hybridation des transcrits sur puces à ADN. Ces cibles sont répertoriées dans la Table B- 1 (en 
annexe). 
6 Les données de Wingender et al. (1996) ont été obtenues de la compilation disponible du site 
du « p53 knowledgebase »: http://p53.bii.a-star.edu.sg/index.php. 
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3.2.5 Identification des amplificateurs transcriptionnels dans des cellules humaines 
Les amplificateurs transcriptionnels (enhancers) sont des loci chromosomiques qui permettent 
d'influencer le niveau de transcription de gènes qui peuvent être situés à une grande distance 
de celui-ci, ou même sur un chromosome différend (Baneiji et al., 1983; Baneiji et al., 1981; 
Lomvardas et al., 2006; Nobrega et al., 2003). Un amplificateur transcriptionnel peut ne pas 
être actif dans tous les types cellulaires, ou en même temps (Baneiji et al., 1983). 
Les coordonnées d'une grande quantité d'amplificateurs transcriptionnels dans des cellules 
humaines a été déterminé par ChIP-chip, en utilisant des anticorps ciblant CTCF, p300 et les 
modifications post-traductionnelles des histones H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac (Heintzman 
et al., 2009). Les auteurs ont identifié les coordonnées de plus de 36,589 amplificateurs dans 
un total de S lignées cellulaires. On retrouve parmi celles-ci la lignée de cancer du col de 
l'utérus (HeLa), une lignée de lymphoblastes immortalisée (GM06690), une lignée de cellules 
leucémiques (KS62), des cellules souches embryonnaires (ES) et des cellules souche 
embryonnaires induites au BMP4 (dES). Leurs observations leur ont permis de conclure que 
l'état de la chromatine aux promoteurs de gènes et les sites de liaison de CTCF varient très 
peu selon les lignées cellulaires testées, contrairement aux modifications post-traductionnelles 
observées aux amplificateurs qui sont très variables avec le type cellulaire. (Heintzman et al., 
2009). 
Nous avons utilisé les coordonnées publiées des 36589 amplificateurs de l'étude de Heintzman 
et Ren (2009) pour déterminer quels amplificateurs transcriptionnels cibler lors du 
reséquençage SureSelect. Étant donné que leurs coordonnées publiées sont relatives à la 
version 17 du génome humain, selon la curation du UCSC (University of California, Santa 
Cruz) Genome Bioinformatics Group, elle-même basée sur la version 35 du NCBI (National 
Center for Biotechnology Information), nous avons dû mettre en correspondance ces 
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coordonnées avec la plus récente version du génome humain (hgl9). Pour ce faire, nous avons 
procédé à l'extraction des séquences spécifiées par les coordonnées fournies dans hgl7, utilisé 
megablast (Altschul et al., 1990) pour identifier les coordonnées de ces séquences dans hgl9, 
extrait les séquences hgl9 et comparé les résultats pour s'assurer que la mise en 
correspondance est correcte. L'utilisation de megablast plutôt que blastn est justifiée par le 
fait que ce programme est optimisé pour la recherche rapide de séquences hautement 
similaires. L'implémentation que nous avons utilisée requiert une homologie de séquence 
parfaite pour être certain de la mise en correspondance. Bien que ce critère semble très strict, 
nous avons mis à jour avec succès les coordonnées de 36,462 amplificateurs, en éliminant 
donc seulement 128 (0.3%). Tel que détaillé dans les prochaines sous-sections, seul un sous-
groupe des amplificateurs transcriptionnels a été choisi pour le reséquençage SureSelect, en 
utilisant comme critère la proximité d'un site de liaison pour les protéines p53 ou AhR. 
3.2.6 Identification des sites de liaison de p53 dans le génome humain 
Les sites de liaison de p53 ont été répertoriés par la méthode ChIP-PET (paired-end di/ag) (Ng 
et al., 2005) dans des cellules HCT116 (Wei et al., 2006). Les coordonnées d'un peu plus de 
65,509 sites de liaison possibles de p53 ont été publiées. Cependant, ces coordonnées sont 
relatives à la version 18 du génome humain (hgl8), selon la curation du UCSC Genome 
Bioinformatics Group, elle-même basée sur la version 36.1 du NCBI. Puisque les coordonnées 
de la librairie de capture doivent être spécifiées relativement à la version 19 du génome 
humain (hgl9), et pour pouvoir comparer ces coordonnées avec celles des amplificateurs 
transcriptionnels et des gènes, nous avons utilisé le même processus que décrit précédemment 
pour mettre en correspondance les coordonnées des fragments d'ADN du génome hgl8 vers 
hgl9. Dans le but d'augmenter la probabilité qu'un locus où un fragment d'ADN 
immunoprécipité correspond soit un véritable de liaison de p53, nous avons requis qu'un tel 
locus soit supporté par au moins deux séquences pour être considéré valide. Des 65,509 sites, 
seuls 1,779 étaient supportés par au moins deux séquences. 
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Figure 3-5 Représentation en logo de la séquence reconnue par AhR 
La hauteur d'une lettre sur ce diagramme correspond à la réduction de l'entropie de 
Shannon (Shannon, 1948) par rapport à l'entropie maximale contribuée par le 
nucléotide à cette position (Workman et aL, 2005). L'entropie serait maximale si toutes 
les paires de base étaient équiprobables. La hauteur de la lettre est donc proportionnelle 
à son importance à cette position du motif d'ADN. 
Les amplificateurs transcriptionnels pertinents pour l'étude des cibles de p53 ont été 
sélectionnés par la superposition des coordonnées des amplificateurs avec les sites de liaison 
de p53. Parmi les 36,462 amplificateurs et 1,779 sites de liaison de p53 supportés par au moins 
2 séquences, nous avons détecté une superposition de coordonnées génomiques dans le cas de 
238 de ces amplificateurs. Conséquemment, nous avons retenu 238 amplificateurs 
transcriptionnels pour lesquels il y avait évidence de liaison de p53. Ceux-ci ont été ajoutés à 
la librairie de séquences ciblées par reséquençage sélectif. 
3.2.7 Identification des sites de liaison de AhR dans le génome humain 
Contrairement à p53, les sites de liaison de AhR ne sont pas connus à l'échelle génomique. 
Conséquemment, la sélection des amplificateurs pouvant contenir un site de liaison de AhR 
nécessite un type d'analyse différend. La matrice de poids modélisant la séquence d'ADN 
reconnu par AhR a été extraite de TRANSFAC (Wingender et al., 1996). Cette matrice de 
poids, donnée à la Table 3-1 et représentée sous forme de logo à la Figure 3-5 (Workman et 
al., 2005), permet d'identifier les amplificateurs transcriptionnels qui comportent possiblement 
un site de liaison AhR. Il faut souligner que les amplificateurs liés par AhR identifiés ici ont 
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été sélectionnés par similarité avec une matrice de poids dérivée de séquences connues pour 
lier AhR. Bien qu'ils possèdent au moins un site potentiellement reconnu par AhR, il n'y a pas 
d'évidence expérimentale de liaison de AhR à ces loci, contrairement aux amplificateurs liés 
par p53. 
L'identification d'amplificateurs possédant un site possiblement reconnu par AhR a été 
effectué en extrayant leurs séquences d'ADN, évaluant la meilleure somme de cette matrice 
pouvant être obtenue sur l'ensemble de l'amplificateur. Cette somme maximale est utilisée 
pour trier les amplificateurs selon leur possibilité de contenir un site de liaison de AhR. Les 
sommes obtenues pour les 36,462 amplificateurs sont représentées à la Figure 3-6. Les 
sommes maximales ont une moyenne de 263.0, un écart-type de 13.6 et un maximum de 297. 
En observant cette figure, on constate qu'il y a une discontinuité marquée à une somme 
avoisinant 280. La valeur seuil utilisée pour filtrer ces amplificateurs comme possédant 
possiblement un site de liaison de AhR a été fixée à une valeur supérieure à 282, ce qui 
représente 95% du score maximal. En utilisant ce seuil, 1,117 des 36,462 amplificateurs ont 
été conservés. Il est vrai que le choix de ce seuil est arbitraire, mais il permet tout de même de 
Table 3-1 Matrice de poids représentant les sites de liaison de AhR 
Poids des nucléotides Consensus 
1 6 10 12 19 N 
3 1 46 0 0 C 
5 0 0 0 47 T 
7 13 22 5 7 N 
9 9 13 17 8 N 
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Figure 3-6 Distribution des sommes maximales de la matrice AhR aux amplificateurs 
Cet histogramme représente la distribution des sommes maximales (les scores) de la 
matrice AhR évaluées à chaque nucléotide de leurs séquences. Plus le score d'un 
amplificateur est élevé, plus il contient (au moins) un site ressemblant à un site reconnu 
par AhR. 
sélectionner les amplificateurs qui ont le plus de chance de posséder un site de liaison reconnu 
par AhR. 
Tous les amplificateurs possédant un site de liaison de AhR n'ont pas été conservés pour 
inclusion dans la librairie. Pour être inclus, ces amplificateurs AhR doivent se trouver à 
proximité (relative) d'un gène connu comme étant régulé par AhR. Le seuil de proximité a été 
fixé à 100 000 pb, reflétant le fait que les amplificateurs peuvent agir sur de grandes distances. 
En utilisant ce seuil, 9 amplificateurs ont été conservés pour inclusion dans la librairie de 
reséquençage. 
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Figure 3-7 Méthodologie de sélection des cibles de reséquençage. 
La sélection de cibles de reséquençage procède à partir d'une liste de cibles de p53 et 
d'AhR répertoriés dans la littérature. Les promoteurs de ces cibles sont inclus dans la 
librairie à raison de 10 kpb en aval et 3 kpb en amont du site d'initiation de la 
traduction. La sélection des amplificateurs pertinents se fait en détectant des sites de 
liaison de p53 ou AhR. La librairie de reséquençage sélectif développée contient 463 
cibles au total, pour un total de 3.4 * 10* pb. 
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3.2.8 Régions ciblées par la librairie 
Un résumé de la méthode de sélection des cibles dans la librairie de reséquençage est donné à 
la Figure 3-7. Les régions ciblées par la librairie sont détaillées dans la Table C- 1 (en annexe). 
Les coordonnées sont relatives à la version hgl9 de l'annotation du génome humain gérée par 
le UCSC. La librairie contient 463 régions génomiques ciblées pour reséquençage sélectif, 
pour une taille totale de 3.4 x 106 paires de base. 
3.3 Protocole expérimental 
Cette section est consacrée au protocole expérimental mis au point pour l'obtention de 
fragments d'ADN de taille mononucléosomale issu de digestions MNase de chromatine de 
cellules humaines, purifiés pour leur séquençage. 
3.3.1 Récolte des cellules et extraction des noyaux 
Cette partie du protocole s'inspire de la méthode publiée par Lomvardas et Thanos (2001)7. À 
moins d'indication contraire, toutes les manipulations et temps d'attente de cette section se font 
sur glace. 
Tout d'abord, retirer le milieu de culture des pétris et laver les cellules au PBS à température 
pièce. Ajouter 15 mL de formaldéhyde 1.1%, dilué de la solution stock avec du PBS, dans 
7 Alternativement, vous pouvez utiliser la méthode de Wysocka et al. (2001) pour isoler la 
chromatine. 
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chaque pétri et incuber à température pièce pour 10 minutes. Cette étape est responsable des 
pontages covalents entre les protéines et l'ADN qui permettra, entre autres, de fixer les 
positions des nucléosomes. Par la suite, ajouter de la glycine à concentration finale de 125mM 
pour stopper la réaction de pontage au formaldéhyde. Laisser agir S minutes. Laver les cellules 
deux (2) fois au PBS froid. Récolter les cellules dans des microtubes à centrifuger avec un 
grattoir. Centrifuger les cellules 5 minutes à 4000rpm à 4°C et retirer le PBS. Resuspendre le 
culot de cellules dans au moins 10 volumes de solution d'homogénisation (0.3M sucrose, 2mM 
Mg(OAc)2, 3mM CaCfe, 1% Triton X-100, lOmM Hepes pH 7.9) et transférer dans un 
homogénisateur Dounce. Triturer de 10 à 20 fois. Centrifuger le lysat à travers 500 )iL de 
solution de séparation (25% glycérol, 5mM Mg(OAc>2, 0.1 M EDTA, lOmM Hepes pH 7.4) 
dans des microtubes en utilisant une centrifugeuse à godets mobiles à 1000g pendant 15 
minutes. Retirer le surnageant. À ce point-ci, les noyaux peuvent être congelées à -80°C pour 
utilisation ultérieure après refroidissement rapide dans de l'azote liquide, ou utilisés 
immédiatement pour la suite du protocole. 
3.3.2 Digestions à la nudéase micrococcale 
Le nucléase micrococcale, souvent abrégée MNase, digère préférentiellement l'ADN 
charnière8, espaçant les nucléosomes. Ceci a pour effet de laisser intact l'ADN protégé de la 
digestion par la présence de nucléosomes (Nedospasov et Georgiev, 1980). En séquençant les 
fragments d'ADN protégés de la digestion à la MNase, on peut déduire la position dominante 
des nucléosomes dans une population de cellules. Resuspendre les noyaux dans 300jiL de 
solution tampon de digestion à la nucléase micrococcale (lOmM Tris pH7.4, ImM CaCh, 
2.5mM MgCh, ImM PMSF). Digérer la chromatine avec lOOU/mL de nucléase micrococcale 
pendant 10 à 30 minutes à 37°C. Ajouter un volume égal de solution d'arrêt de digestion après 




Figure 3-8 Digestion MNase de chromatine de cellules humaines 
La chromatine de cellules U20S a été récoltée selon le protocole décris. Cette chromatine 
a été digérée avec 50 unités de MNase pendant 0,5 10 ou 15 minutes. Le protocole décris 
permet de recueillir plus de 150pg d'ADN par pétris 150mm de cellules récoltées à —60% 
confluence. Sur ce gel, entre 11.1 et 16.2 pg d'ADN digéré à la MNase ont été migrés par 
puits. 
le temps voulu (2% SDS, 0.2M NaCl, lOmM EDTA, lOmM EGTA, 50mM Tris pH 8.0). La 
composition de ce tampon d'arrêt de digestion est tirée de Lomvardas et Thanos (2001). 
3.3.3 Purification de l'ADN mononucléosomal 
Le protocole que nous avons optimisé pour l'obtention de fragments d'ADN 
mononucléosomaux s'inspire du protocole de Yuan et al. (2005). La méthode de purification 
de l'ADN utilisée provient d'un protocole non publié provenant du même laboratoire. Ajouter 
5pL de Protéinase K (20mg/mL) aux échantillons et laisser incuber à 65 °C pendant la nuit 
pour renverser les pontages au formaldéhyde. Effectuer une extraction au phénol-chloroforme 
en utilisant des colonnes MaXtract de Qiagen. Précipiter l'ADN en ajoutant 0.1 volume de 
NaOAc 3M pH 5.2 et 1 volume d'isopropanol. Centrifuger pendant 10 minutes à vitesse 
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maximale et laver le culot avec 500|xL d'éthanol 70%. Répéter la centrifugation et retirer 
l'éthanol. Laisser sécher les culots à l'air libre. Resuspendre les culots dans 50}iL H2O9 et 
ajouter 5(jL de RNase A (lOmg/mL). Laisser incuber pendant 2h à 37°C. Faire migrer les 
échantillons sur gel d'agarose, et découpage des bandes mononucléosomales. On devrait voir 
apparaître un patron de digestion similaire à la Figure 3-8, où les bandes correspondants aux 
fragments de taille mono-, di- et tri-nucléosomales sont clairement visibles. Découper les 
bandes correspondant aux fragments mononucléosomaux. Utiliser des colonnes BioRad 
Freeze-N-Squeeze pour extraire l'ADN de l'agarose en suivant le protocole du manufacturier: 
hacher l'agarose avec une lame de rasoir, déposer dans les colonnes fournies, geler à -20°C 
pendant 5 minutes et centrifuger à 13000g pendant 3 minutes. Effectuer deux extractions au 
phénol chloroforme10 successives sur les échantillons. Ajouter l^iL de glycogène (20mg/mL) 
et précipiter avec 2 volumes d'éthanol 100% et 0.1 volume de NaOAc 3M pH 5.2. Incuber à -
20°C pendant 30 minutes, centrifuger à vitesse maximale pendant 10 minutes et retirer 
l'éthanol. Laver le culot avec 500fiL d'éthanol 70% et répéter la centrifugation. Retirer 
l'éthanol et sécher les culots à l'air libre. Resuspendre l'ADN dans 50fiL H2O. L'ADN ainsi 
obtenu devrait être prêt pour le reséquençage sélectif SureSelect, et devrait avoir une taille 
mononucléosomale tel qui ressemble à ce qui est montré à la Figure 3-9. 
9 II est préférable de laisser le temps à l'ADN de se resuspendre au cours de la nuit à 4°C si les 
culots sont importants. 




Figtire 3-9 ADN mononucléosomal 
Sur ce gel, on a fait migrer 303ng d'ADN mononucléosomal. En utilisant la méthode 
décrite, environ 3.5|ig d'ADN mononucléosomal peut être obtenu à partir d'un seul pétri 
de 150mm de cellules U20S récolté à ~60% confluence. 
L'ADN ainsi obtenu peut être utilisé directement avec le protocole de reséquençage publié par 
Agilent (Gnirke et al., 2009). La section suivante se consacre à la méthodologie d'analyse des 
résultats de séquençage. La librairie de reséquençage sera constituée de multiples fragments 
d'ARN ciblant le promoteur de p21, les 238 amplificateurs avec évidence de liaison de p53, 
les 9 amplificateurs avec un gène cible de AhR à proximité, les 179 promoteurs de gènes 
cibles de p53, les 40 promoteurs de gènes cibles de AhR, et 1 promoteur contrôle, pour un 
total de 463 cibles. Il faut noter que 4 gènes sont à la fois des cibles de AhR et de p53, ce qui 
explique que le nombre de cibles ne soit pas celui attendu de 467. 
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3.4 Analyse des résultats de reséquençage sélectif 
La tâche de séquençage de l'ADN mononuciéosomal dont le protocole de préparation a été 
décrit plus haut doit être confiée à un service commercial. Pour la suite de l'analyse, on 
assume que ce service de séquençage nous fournit comme résultat les séquences retrouvées 
dans les échantillons, ainsi que leurs coordonnées dans le génome humain, tel que schématisé 
dans la Table 3-2. La suite du protocole décrit une méthode d'analyse informatique des 
résultats. Elle s'inspire d'une méthode qui déjà utilisés pour déterminer le positionnement des 
nucléosomes à partir de données de puces à ADN (Yuan et al., 2005). Nous l'avons adaptée 
pour l'analyse de données de séquençage à haut débit, et vérifié sa capacité à correctement 
identifier les positions de nucléosomes à partir de données simulées qui pourraient 
vraisemblablement être générées par une telle expérience. 
Essentiellement, le problème peut être défini comme suit : étant donné une suite de densités de 
séquences observées sur un chromosome pouvant être définie comme étant « basse », 
« moyenne » ou « haute », déterminer la suite d'états (inconnus ou cachés) « nucléosome bien 
positionné », « nucléosome Juzzy11 » ou « ADN charnière » qui explique le mieux cette suite 
Table 3-2 Format attendu des séquences obtenues du service de séquençage 
Lecture 1 Lecture 2 
chrl 10000 10025 + chrl 10115 10150 
... cette table contiendrait des millions de lignes similaires. 
11 Un nucléosome considéré Juzzy est un nucléosome dont la position n'est pas déterminée 
avec précision. La densité nucléosomale observée près de nucléosomes « fuzzy » ne présente 
pas de frontières abruptes après 147 paires de base. 
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d'observations. La suite d'états constitue un processus de Markov. Comme il sera expliqué en 
détails dans la suite de ce chapitre, la résolution de ce type de problème s'apparente à 
l'identification de la suite d'états la plus probable d'un modèle de Markov caché étant donné 
une suite d'observations. 
3.4.1 Modélisation de la densité nucléosomale 
Étant donné que la nucléase micrococcale digère préférentiellement l'ADN charnière, nous 
nous attendons à retrouver dans nos échantillons des séquences qui débutent ou se terminent 
aux frontières d'un nucléosome. À partir de cette information, la densité nucléosomale peut 
être calculée pour chaque nucléotide du génome en comptant toutes les occurrences d'une 
séquence d'ADN l'enjambant. Dans un premier temps, et par souci de simplicité, la densité 
nucléosomale à chaque nucléotide est déterminée en calculant la moyenne (p) et l'écart-type 
(a) de la densité nucléosomale sur une fenêtre de 10,000 nucléotides environnant ce 
nucléotide, et en classifiant la densité comme étant « basse » à une densité inférieure à n - CT, 
une densité « haute » à une densité supérieure à p + or, et une densité « moyenne » entre les 
deux. Chaque nucléotide du génome est affecté à une de ces trois classes. 
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Figure 3-10 Modèle de Markov caché utilisé pour décoder les états simulés. 
(A) Diagramme des états et des transitions permises. Les états sont représentés par des 
ellipses et les transitions possibles sont représentées par des flèches. La probabilité de 
transition entre deux états est indiquée dans certains cas par un chiffre à côté de la flèche 
qui les relie. Les transitions qui n'ont pas de chiffre associé ont une probabilité de 1 
(transition certaine). Les paires d'états qui ne sont pas reliés par une flèche ont une 
probabilité de transition de 0 (transition impossible). (B) Les probabilités utilisées des 
différentes observations possibles étant donné les différends états. 
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3.4.2 Identification des états des nucléosomes 
Suivant la méthodologie décrite dans Yuan et al. (2005), nous avons choisi de classifier le 
positionnement de nucléosomes à un locus d'ADN donné en 3 catégories : les nucléosomes 
bien positionnés (N), les nucléosomes « fuzzy » (F), et l'ADN charnière (L) (absence de 
nucléosome). Intuitivement, il est plus probable que la densité nucléosomale soit « haute » aux 
endroits où un nucléosome est bien positionné ou « fuzzy », « basse » dans une région d'ADN 
charnière. 
Le choix des états et transitions possibles dans le modèle de Markov caché est utilisé pour 
spécifier la taille de l'ADN protégé de la digestion et la taille minimale d'une région d'ADN 
charnière. Ceci a pour effet de tenir compte de l'encombrement stérique des nucléosomes dans 
la détermination de l'arrangement nucléosomal le plus probable à un locus donné. La structure 
du modèle de Markov caché choisi est donnée à la Figure 3-10. Le modèle de Markov caché a 
314 états, mais la très grande majorité sont des états pour lesquels la transition est automatique 
et unique. Il suffit ensuite d'identifier la séquence d'états qui explique le mieux les 
observations en utilisant l'algorithme de Viterbi, dont une description formelle est donnée à la 
Table 3-3. Celui-ci est souvent utilisé pour résoudre des modèles de Markov cachés. 
Initialement utilisé pour la reconnaissance vocale, celui-ci a depuis été adapté à l'analyse de 
séquences biologiques (Durbin, 1998; Xi et al., 2010). 
3.4.3 Protocole d'analyse 
En résumé, la méthode d'analyse décrite comporte les étapes suivantes : 
1. Vérifier la qualité des séquences obtenues et prétraitement : 
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a. Calculer la proportion des paires de séquences qui se trouvent sur le même 
chromosome. On assume ici que les paires de séquences qui ont été attribuées à 
des chromosomes différents sont aberrantes. La très grande majorité des 
séquences devraient se trouver sur le même chromosome. Éliminer les paires de 
séquences qui proviennent de chromosomes différents; 
b. Vérifier que les deux séquences de chaque paire sont convergentes, c'est-à-dire 
qu'une des paires se trouve sur le brin Watson, et l'autre sur le brin Crick, et que 
les deux séquences ont une orientation convergente. 
c. Calculer la taille moyenne des fragments représentés par les paires de 
séquences. La valeur obtenue devrait s'approcher de la longueur de séquence 
protégée par le nucléosome, étant donné la digestion faite et la sélection de 
taille sur gel; 
d. Filtrer les séquences pour des fragments correspondant à environ la taille d'un 
nucléosome: éliminer tout ce qui n'est pas entre 110 et 170 paires de base. 
e. Exclure toutes les lectures qui ne se trouvent pas dans une région qui se trouve 
dans la librairie de reséquençage sélectif. 
2. Modéliser la localisation des nucléosomes 
a. Calculer, pour chaque paire de base de chaque chromosome, quel est le nombre 
de fragments d'ADN qui y sont localisés. 
Table 3-3 Description de l'algorithme Viterbi pour la résolution de modèles de Markov 
cachés. 
Tiré de Durbin (1998). 
Initialisation : (i=0) vo = 1, Vk(0) = 0 pour k > 0 
Récursion: (i=l... L) vi(i) = ei (xj) • maxk(vk(i-l)aki) 
ptri(l) = argmaxk(vk(i-l)akj) 
Terminaison : P(x, n) = maxk(vk(L)ako) 
itt = argmaxk(vk(L)ako) 
Retraçage : (i=L ... 1): îï\i=ptrj(îrj*). 
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b. Calculer, pour chaque paire de base, si la densité nucléosomale est « haute », 
« moyenne » ou « basse ». Cette détermination est faite à partir d'une 
comparaison avec le nombre total d'observation sur une fenêtre de 10 000 
paires de base autours de la région observée. 
c. À partir de ces observations, déterminer la succession d'états du modèle de 
Markov caché qui a donné lieu à celles-ci. Les états du modèle sont 
« nucléosome bien positionné », « nucléosome fuzzy », « ADN charnière ». 
3. Afficher les résultats. 
3.5 Performance de la méthode d'analyse proposée sur des données simulées 
3.5.1 Simulation des lectures 
Afin de valider le protocole d'analyse proposé, nous l'avons soumis à une simulation, qui se 
déroule comme suit : 
1. Pour chaque chromosome du génome humain, y positionner des nucléosomes 
aléatoirement en respectant les contraintes suivantes : 
a. Les nucléosomes peuvent être soit bien positionnés ou « fuzzy » ; 
b. Les régions couvertes par des nucléosomes bien positionnées sont de 147 pb ; 
c. Les régions couvertes par des nucléosomes « fuzzy » sont de longueur variable, 
allant de 200 à 700 pb ; 
d. La longueur d'une région d'ADN charnière entre deux nucléosomes, qui 
peuvent être bien positionnés ou « fuzzy », peut aller de 20 à 40 pb ; 
e. Le modèle devrait engendrer S fois plus de nucléosomes bien positionnés que 
« fuzzy » ; 
2. Simuler des lectures SureSelect en générant des fragments d'ADN de taille 
mononucléosomale, en respectant les contraintes suivantes : 
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a. 50% des lectures seront spécifiques, c'est-à-dire cibleront une région du 
génome qui est dans la librairie de reséquençage sélectif ; 
b. Environ 4% des lectures sont erronées : trop longue, trop courtes, etc. 
c. Si un fragment doit provenir d'une région correspondant à un nucléosome bien 
« fuzzy », le fragment de taille mononucléosomale sera aléatoirement situé dans 
la région couverte par le nucléosome « fuzzy » ; 
d. 10 millions de lectures sont générées de la sorte ; 
3. À partir de ces lectures simulées, appliquer l'algorithme décrit pour prédire le 
positionnement des nucléosomes pour chacune des régions de la librairie de 
reséquençage ; 
4. Comparer la prédiction avec le modèle ayant généré les lectures; 
Les résultats de cet algorithme sur le premier amplificateur cible de p53 est donné à la Figure 
3-11. 
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Figure 3-11 Performance de l'algorithme au premier amplificateur p53 
Cette figure donne le résultat de la simulation pour le premier amplificateur ayant un 
site de liaison de p53. L'algorithme a eu sur cette région une performance représentative 
de la performance sur l'ensemble des régions de reséquençage, soit 86.5% (1729 bonnes 
réponses sur 2000). Le polygone bleu intitulé «Densité nucléosomale» représente 
graphiquement le nombre de lectures simulées qui enjambaient chaque nucléotide. La 
ligne « Prédiction » donne la conclusion de l'algorithme sur le positionnement d'un 
nucléosome à ce nucléotide (N pour nucléosome bien positionné, F pour nucléosome 
« fuzzy », L pour ADN charnière. La ligne « Modèle » donne le modèle utilisé pour 
générer les séquences simulées à ce nucléotide. Celle-ci correspond à ce qui est considéré 
comme la bonne réponse. La ligne « Observation » correspond à la détection de densité 
nucléosomale qui a été faite (H pour « high », M pour « médium », L pour « low ».) C'est 
ces observations qui ont été passées à l'algorithme Viterbi. Afin de faciliter la lecture de 
la figure, un cercle noir a été placé à chaque 50 pb et un anneau gris à chaque 10 pb. 
3.5.2 Performance mesurée 
Après avoir généré des données simulées comme décrit précédemment, la performance de 
l'algorithme proposé peut être observé à la Figure 3-12. Essentiellement, l'algorithme 
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développé a correctement identifié le modèle ayant généré les lectures SureSelect simulées 
87.0% du temps sur chacune des régions ciblées par la librairie de reséquençage. Comme il 
peut être observé à la Figure 3-11, la majorité des erreurs effectuées concernent une erreur de 
décodage où des régions avec des nucléosomes fuzzy et une densité de nucléosome basse sont 
interprétées comme de l'ADN charnière. Dans certains cas, comme celui de la Figure 3-11, 
l'algorithme a de la difficulté à déterminer si le premier nucléosome d'une fenêtre de 
reséquençage est fuzzy ou bien positionné lorsque la taille de la région de haute densité 
nucléosomale s'approche de la taille d'un nucléosome. Ceci est dû au fait que les paramètres 
du modèle de Markov utilisé ont été choisis de sorte à interpréter une longue région de haute 
ou moyenne densité nucléosomale comme étant fuzzy. Pour le premier (et le dernier) 
nucléosome d'une fenêtre de reséquençage, on ne peut déterminer la taille de la région de 
haute densité nucléosomale. Conséquemment, des erreurs peuvent se produire. 
93 
Chapitre 3 - Positionnement des nucléosomes à p21 
8 -, 
T— 
I 1 1 1 1 1 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
Proportion de bonnes réponses 
Figure 3-12 Performance de l'algorithme développé pour décoder les états du modèle de 
Markov caché 
L'axe des abscisses correspond à la fréquence des bonnes réponses obtenues par 
l'algorithme de décodage alors que l'axe des ordonnées correspond au nombre de 
régions SureSelect pour lesquelles on a obtenu la performance donnée en abscisse. La 
performance moyenne est de 87.0% pour l'ensemble des régions SureSeleet. 
3.6 Conclusion 
Le protocole expérimental décrit ici permet de générer des séquences de taille 
mononucléosomale en quantité suffisante et de pureté suffisants pour l'utilisation dans des 
expériences de séquençage à haut débit. Le protocole d'analyse, étant donné sa performance 
sur des données simulées, a le potentiel d'identifier correctement les positions des 
nucléosomes à partir des données de séquençage. Plusieurs paramètres qui ont été fixés de 
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manière arbitraire pourront être calibrés (modifiés) pour identifier correctement les 
nucléosomes connus au promoteur de ps2, tels que les seuils utilisés pour déterminer ce qui 
constitue une densité nucléosomale haute, moyenne ou basse, ainsi que la taille de la fenêtre 
sur laquelle cette détermination est faite. 
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PCRTILER: CONCEPTION AUTOMATISÉE DE PAIRES D'AMORCES 
CONTIGUËS ET SPÉCIFIQUES À UN LOCUS GÉNOMIQUE 
4.1 Préambule 
À plusieurs reprises dans le laboratoire, nous avons été confrontés à la tâche fastidieuse et 
répétitive de concevoir d'une série de paires d'oligonucléotides à un promoteur donné dans le 
but de caractériser la localisation d'une certaine protéine à un promoteur d'intérêt. Ceci se fait 
généralement par une procédure expérimentale comportant une immunoprécipitation de la 
protéine d'intérêt liée à ses fragments d'ADN associés in vivo, suivi d'amplification par qPCR 
des fragments recueillis. Ces paires d'oligonucléotides doivent être conçues de façon à être 
spécifiques, c'est-à-dire ne pas entraîner d'amplification de plus d'un fragment d'ADN dans le 
génome d'intérêt. De plus, ces paires d'amorces doivent partager certaines caractéristiques 
physiques, dont la température d'hybridation, afin de permettre leur utilisation simultanée 
dans les mêmes conditions expérimentales. 
Plusieurs biologistes font appel au programme Primerê pour sélectionner des candidats 
d'amorces qui répondent à leurs conditions expérimentales, et sélectionnent manuellement les 
paires d'oligonucléotides de sorte à minimiser les chances d'hybridation croisée en utilisant 
BLASTN. Le principal objectif des travaux présentés dans ce chapitre était d'automatiser cette 
tâche de conception et de valider expérimentalement l'outil développé, que nous avons 
nommé PCRTiler. Cet outil prend la forme d'un serveur web disponible au public qui utilise 
Primerê et BLASTN pour identifier des paires d'amorces candidates, éliminer celles dont les 
sites d'hybridation croisée entraîneraient la production de plusieurs amplicons et générer un 
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rapport comportant une visualisation graphique de la localisation des paires d'amorces 
choisies. Cet outil a été validé en concevant des paires d'amorces continues dans la région 
intergénique entre CYP1A1 et CYP1A2, qui sont des cibles du récepteur aryl hydrocarbone 
(AhR). 
Ces travaux ont mené à la publication d'un article dans l'édition spéciale consacrée aux 
serveurs web du journal Nucléique Acids Research en juin 2010 (Gervais et al., 2010). J'ai 
réalisé la conception et écrit la version initiale du manuscrit. Maud Marques a effectué la 
validation expérimentale des paires d'amorces. 
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PCRTILER: AUTOMATED DESIGN OF TILED AND SPECIFIC PCR PRIMER 
PAIRS 
Alain L. Gervais12, Maud Marques and Luc Gaudreau 
Département de Biologie, Université de Sherbrooke, 2500 boul. de l'Université, Sherbrooke, 
Qc, J1K 2R1, Canada 
4.2 Abstract 
Efïiciency and speciflcity of PCR amplification is dépendent on several parameters, such as 
amplicon length, as well as hybridization speciflcity and melting température of primer 
oligonucleotides. Primer design is thus of critical importance for the success of PCR 
experiments, but can be a time-consuming and repetitive task, for example when large 
genomic régions are to be scanned for the presence of a protein of interest by chromatin 
immunoprecipitation experiments. 
We present here a web server that allows the automated design of tiled primer pairs for any 
number of genomic loci. PCRTiler splits the target DNA sequences into smaller régions, and 
identifies candidate primers for each sub-region by running the well-known program Primer3 
followed by the élimination of primers with a high cross-hybridization potential via BLAST. 
Tiling density and primer characteristics are specified by the user via a simple and user-
friendly interface. The web server can be accessed at 
http://Dcrtiler.alaingervais.org:8080/PCRTiler. Additionally, users may download a standalone 
Java-based implementation of this software. 
12 To whom correspondance should be addressed. Email: Alain.Gervais@USherbrooke.ca 
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Expérimental validation of PCRTiler has demonstrated that it produces correct results. We 
have tiled a région of the human genome, in which 96 of 123 primer pairs worked in the first 
attempt, and 105 of 123 (85%) could be made to work by optimizing the conditions of the 
PCR assay. 
Keywords: PCR, primers, design. 
4.3 Introduction 
The selection of candidate primer pairs for PCR experiments can be a time-consuming 
process. When designing a primer pair, oligonucleotides should be chosen with similar 
melting températures (TM). This is to prevent non-specific hybridization of the primer with 
the higher TM, since the highest possible annealing température is dépendent on the lowest 
TM of the primer pair. Additional concerns, such as primer GC content, length, 3' stability, 
possible primer dimers and secondary structures must be taken into account. Primer specificity 
is particularly important in quantitative PCR (qPCR) experiments, which measure a 
fluorescence value proportional to the total amount of amplifled DNA material in a sample. 
Quantitative analysis is only possible if a single specific amplicon is produced per target 
genome. 
When designing multiple primer pairs, additional constraints must be satisfied. In order to 
maximize the number of PCR assays that can be conducted at the same time, primer pairs 
must be designed so that the same experimental conditions are appropriate for ail pairs. 
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Typically, a biologist will design a primer pair by running the Primer3 (Rozen and Skaletsky, 
2000) program, which generates multiple primer pair candidates that satisfy the previously 
mentioned constraints, and then manually use BLAST (Altschul étal, 1990; Johnson et al, 
2008) to ensure that each primer will only hybridize to one locus in the target genome. This 
process may have to be repeated multiple times in an error-prone routine that involves much 
copy/pasting. A web server maintained by the NCBI, called Primer-BLAST, allows the design 
of a single primer pair at a time. Users wanting to design multiple primer pairs still have to do 
it manually. 
4.4 The PCRTiler web server 
We have developed the PCRTiler web server to automate the design of multiple spécifié 
primer pairs covering one or multiple genomic loci. Overlapping primer pairs and multiple 
input sequences are supported by the web server. PCRTiler handles ail aspects of the selection 
of candidate primer pairs using Primer3, and implements the specificity check using BLAST. 
An overview of the primer pair design process is given in Figure 4-1. Other web servers use 
Primer3 to design primer pairs. For example, MutScreener (Yao et al, 2006) specializes in the 
design of PCR primers to be used in sequencing experiments. BatchPrimer3 (You et al., 2008) 
specializes in designing primers flanking microsatellites or near single nucleotide 
polymorphisms. To our knowledge, PCRTiler is the only web server allowing the batch design 
of tiled and specific primer pairs. 
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Zlnput sequences / and parameters / 
Split sequences in 
smaller régions 
Identify candidate 
primer pairs using 
Primer3 
Identify high-quality 
matches using BLAST 
Rank primer pairs 
according to suitability 
/
Report best / 
primer pairs / 
Figure 4-1 Overview of the PCRTiler oligonucleotide design process. The input 
sequences are first split into smaller régions according to the parameters defined by the 
user. 
A primer pair targeting each of these sub-régions will be designed. PCRTiler maximizes 
utilization of server resources by designing as many primer pairs in parallel as the server 
has processors. Candidate primer pairs are identified using Primer3, and BLAST is used 
to exclude primers with a high cross-hybridization potential (see text). A report is 
generated when ail design tasks are finished. 
4.4.1 Required input and output provided 
PCRTiler requires primarily the target DNA sequences, the name of the corresponding 
organism and the tiling parameter. This tiling parameter can be specified as either a number of 
total primer pairs to design for each région of interest, or as a tiling distance. The user can alter 
the default ranges of allowed primer melting températures and amplicon lengths. Depending 
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on the tiling parameter, the target sequence is split into subrogions, for each of which Primer3 
is invoked to suggest candidate primer pairs. By default, a thousand primer pairs are requested 
from Primer3, but users can override this setting. BLAST is then used to identify potential 
hybridization sites in the genome of the target organism. A description of the parameters 
involved in evaluating primer hybridization sites is given in the next section. During 
processing the user is presented with a self-refreshing progress report web page, until the 
server provides a list of the best primer pairs (downloadable in CSV or TXT format) and a 
visual représentation of their position on the original sequence. Alternative primer pairs and 
the raw Primer3 and BLAST results are also provided for inspection. Figure 4-2 is a 
screenshot of a typical PCRTiler run used to design primer pairs on a région about 1.5~kbps 
wide of Mycobacterium tuberculosis. User-specifîed parameters were: distance between 
primer pairs (200 bps), amplicon length (100 to 150bps) and primer TM (60 and 63°C). This 
resulted in an output of 7 suggested primer pairs. 
In order to help users to quickly grasp how to use the web server and start submitting their 
own tiling requests, we have included buttons on the main page to automatically fill out the 
request form with three différent sets of test inputs. Precomputed results of these 
démonstration inputs are immediately available. 
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Figure 4-2 Screenshot of a 
typical PCRTiler resuit page. 
The first section of the resuit 
page includes information 
about parameters of the 
request, such as the job name, 
the targeted organism, the 
tiling parameter and the 
desired TM range. The second 
section gives the best primer 
pairs for each sub-region. The 
user can export this list in 
comma-separated values or 
tab-delimited format. The 
standalone resuit file can be 
opened by the standalone 
PCRTiler application. The 
third section provides a 
graphical view of the positions 
of the suggested 
oligonucleotides on the 
provided sequence. Forward 
oligonucleotides are 
represented in blue, and 
reverse oligonucleotides are 
represented in red. The fourth 
section gives an alternative 
description of the sequence and 
the primers designed in a 
markup language suitable for 
use in a sequence editing 
software such as Genamics 
Expression. Please note that 
this section is hidden 
(collapsed) in this screenshot. 
The last section allows the user 
to delete their resuit file from 
the server before the automatic 
expiry delay, currently set at 
14 days. 
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4.4.2 Selection of the best candidate primer pair 
Ail matches for both oligonucleotides of each candidate primer pair are mapped to genome 
coordinates using BLAST. Not ail BLAST hits for an oligonucleotide sequence are considered 
as potential hybridization sites. To evaluate primer cross-hybridization potential, we compute 
the total number of mismatches of the primer sequence with each BLAST hit. Similarly, we 
compute the number of mismatches within five base pairs of the 3' end of the primer. By 
default, sites with four or more total mismatches, including two mismatches at the primer 3' 
end are not considered potential cross-hybridization sites. These two parameters can be 
modified by the user. 
Using the list of potential hybridization sites of both oligonucleotides of a primer pair within 
the whole genome of the selected organism, the number of possible amplicons is determined, 
assuming that amplification between primer sites with a distance of less than 3000 base pairs 
and appropriate strandedness is possible. Amplifled fragments resulting from close 
misprimings of a single primer are also detected. This arbitrary distance threshold is about 15 
times greater than the usual amplicon size of a typical qPCR assay (100 to 200bps). 
Amplification of such large fragments is highly unlikely. Users can modify this amplification 
distance threshold parameter. 
Candidate prime pairs are ranked according to the computed specificity metrics. Briefly, the 
score of a primer pair is inversely proportional to the number of possible amplicons and 
inversely proportional to the number of hybridization sites for each primer of the pair. The 
scoring fonction gives a lot more weight to the number of possible amplicons, since a primer 
pair with multiple amplicons should never be used. A small bonus proportional to the total 
number of mismatches to the most similar unintended hybridization site is used to discriminate 
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primer pairs with an equal number of ampiicons and cross-hybridization sites. The exact 
scoring formula used is: 
1 , Fm + Rm 
spore = -i-
(10000 x (Ac  - 1)) + (Fh  - 1) + (Rh  - 1) 2 x (F t  + Et) 
where Ac is the amplicon count for that primer pair, F h is the number of hybridization sites for 
the forward primer, Fm is the number of total mismatches with the most similar unintended 
hybridization site in the genome for the forward primer, F/ is the length of the forward primer, 
and ail Rx variables are the équivalent metrics for the reverse primer. 
4.4.3 Genomes supported 
PCRTiler includes a mechanism to synchronize its genomes with GenBank (Benson et al., 
2010). The web site features one-click addition and removal of genomes to the list of 
supported genomes, and handles the détails of the transaction with the GenBank genome 
repository and BLAST database création. At this time, there are 1169 genomes supported by 
PCRTiler, not counting viral genomes. 
4.5 Design and implementation 
To maximize the utilization of the server resources, PCRTiler has been implemented as a 
multi-threaded application that designs as many primer pairs concurrently as the server has 
processors. Independent tiling requests are queued until the currently executing tiling job is 
finished. Users providing an email address will be notified when their request has finished 
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processing. Others will have to use the link provided on the submission confirmation page to 
view their resuit. 
To promote fair use of the system, the total number of primer pairs that can be designed in a 
single request is limited to 200, and the maximum duration of a tiling job is set to three hours. 
Users exceeding those limits can still use PCRTiler, either by installing the standalone 
PCRTiler application on their personal computer, installing the server version and disabling 
the limit, or splitting their large request into smaller régions. 
PCRTiler will gracefully recover from server restarts. As soon as new tiling requests are 
submitted to the server, they are compressed and then saved to disk. In the event that the 
server is restarted, PCRTiler will transparently recover the queued tiling requests, preserving 
their original order, and résumé execution of the run that was aborted. 
4.5.1 Software and hardware requirements 
PCRTiler requires the Java Runtime Environment (JRE) vl.6.0 and Tomcat 6 running on a 
computer using the Linux operating system. It should theoretically also run on any 
combination of platforms and operating systems for which implementations exist for the JRE, 
Tomcat 6, Primer3 and BLAST binaries, but this has not been tested and therefore is 
unsupported. During testing, we have validated that it behaves properly when viewed with the 
latest versions of Firefox, Safari and Internet Explorer. 
The performance of PCRTiler is primarily dépendent on the available memory. In our 
experience, for acceptable performance, you need enough memory for the BLAST database 
(~800Mb for Homo sapiens, ~5Mb for most bacteria), plus a maximum of 1Gb for PCRTiler. 
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Therefore, 2Gb of memory should be enough. This amount of memory is commonly included 
in recent workstation computers and laptops. PCRTiler is a multi-threaded application, so it 
will make use of ail available CPU cores, accelerating primer design proportionately to the 
number of cores. The PCRTiler server currently runs Mandriva Linux 2010 on a dedicated 
Quad-core Intel machine clocked at 2.4 Ghz with 4 gigabytes of RAM. Including the BLAST 
databases of ail 1169 genomes, PCRTiler requires less than 15Gb of hard disk space. 
4.5.2 Standalone version 
In addition to the server version, we provide a standalone Java-based application, which 
includes a graphical user interface and the same one-click genome management feature as the 
server version. It also handles ail aspects of downloading genomes from GenBank and the 
création of BLAST databases. Since the standalone and server versions share much of the 
same code base, they both provide the same functionality. The standalone version however 
uses the resources of the client computer. Using the standalone version is the easiest option for 
most users who want to run PCRTiler locally. Please note that the standalone version does not 
require Tomcat. To date, it has been shown to work correctly on Linux i386, Windows Vista 
and Windows XP. 
4.5.3 Data rétention 
PCRTiler results are kept on the server for 14 days. However, users have the option of deleting 
their resuit file from the server immediately using the appropriate button on the resuit page. 
Users that would like to hold on to a PCRTiler resuit for a longer time period can download 







Figure 4-3 The CYPIA1-CYP1A2 intergenic région that was used to validate a large-
scale PCRTiler resuit. 
PCRTiler was used to compute primer pairs in this région, designing one primer pair 
every 200 base pairs. The intergenic région shown measures 24.3kbps. Each vertical bar 
(123) represents an amplicon targeted by a primer pair designed by PCRTiler. A closeup 
view of the first 10 amplicons is shown underneath. 
4.6 Expérimental validation 
We have validated the output from PCRTiler by tiling the 23.4kbps wide intergenic région of 
the human genome separating genes CYPIAI and CYP1A2. Our laboratory is currently 
investigating the régulation of the expression of these genes, and the initial impetus to design 
PCRTiler was to simplify the design of primer pairs at this locus. A PCRTiler run was 
initiated selecting a target amplicon length of 80-120 bps, a primer TM of 60-63°C and at 
tiling distance of 200 base pairs, which led to 123 suggested primer pairs. Figure 4-3 provides 
a graphical représentation of the promoter région and the primer pairs designed. Note the 
presence of two régions where PCRTiler was unable to design primer pairs. An initial attempt 
to manually design oligonucleotides in these two régions also failed to produce a spécifié 
amplicon. This indicates that régions for which PCRTiler does not suggest primer pairs are 
potentially problematic. 
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Each of the suggested primer pairs was tested by qPCR on human genomic DNA. Under 
identical standard amplification conditions 96 primer pairs led to satisfactory amplification 
products. With minor modification of qPCR conditions a total of 105 of 123 (85%) of primer 
pairs could be made to work. Successful amplification was defined as a qPCR assay showing a 
dissociation curve with a single sharp peak at a temperature above 80°C or a single sharp peak 
at a lower temperature and which produced a single band of the expected size when the 
product was migrated on an agarose gel. Reactions with a low dissociation temperature were 
analyzed by gel electrophoresis to exclude the formation of primer dimers. Table 4-1 
summarizes the results obtained. Primer sequences and validation results are provided in 
supplementary table SI. 
4.7 Open-source software license 
Both the server and standalone versions of the software are published under the GNU General 
Public License, version 3. Source code, compiled binaries and installation instructions for both 
versions are available from the website. This website is free and open to ail users and there is 
no login requirement. PCRTiler has proven to be a useful tool in our lab, and we hope that the 
scientifïc community will benefit from it. 
Table 4-1 Validation of a PCRTiler primer pair design on the human CYP1A1-CYP1A2 
intergenic région. 
Resuit Before optimization After optimization 
Unsuccessful amplification 27(22%) 18(15%) 
*: See text for the définition of a successful amplification. 
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CHAPITRE 5 
DISCUSSION 
5.1 Dépendance sur la séquence pour le positionnement de nucléosomes 
Il a été proposé qu'il puisse exister un code génomique pour le positionnement des 
nucléosomes (Segal et al., 2006). En reconstituant des nucléosomes à partir d'ADN génomique 
déprotéinisé de levure et de particules nucléosomales isolées d'érythrocytes de poulet, il a été 
déterminé que le positionnement des nucléosomes déterminé uniquement par la séquence 
corrélait très bien (r2 = 0.74) avec ce qui était observé in vivo (Kaplan et al., 2009). Fait 
particulièrement intéressant, la corrélation observée entre le positionnement des nucléosomes 
par la séquence intrinsèque et le positionnement in vivo diffère le plus dans les régions 
promotrices (r2 = 0.69). La différence entre le positionnement de nucléosomes in vitro et in 
vivo accentuée aux régions promotrices implique que des facteurs autres que les interactions 
nucléosome-ADN influencent le positionnement des nucléosomes particulièrement à ces 
endroits. 
Récemment, la notion que la séquence aurait une influence primordiale sur le positionnement 
de nucléosomes a été critiquée (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2009). Les auteurs de ces 
études contestent l'évaluation faite par Kaplan et al. (2009) de la qualité de la correspondance 
des données in vitro avec les données in vivo. Une analyse indépendante des résultats de 
Kaplan et al. (2009) et de Zhang et al. (2009) indique que la séquence n'influence qu'une 
petite partie du positionnement des nucléosomes (Stein et al., 2010). Les différences entre les 
deux interprétations des données reposent selon eux sur l'utilisation d'une mesure de densité 
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Figure 5-1 Différence entre densité nucléosomale et positionnement de nucléosomes 
Cette figure illustre la différence entre la notion de densité nucléosomale, ici nommée 
« occupancy » et le positionnement des nucléosomes, désignée « positioning ». Tiré de 
Pugh (2010). 
nucléosomale, plutôt que sur une mesure de positionnement des nucléosomes pour évaluer la 
dépendance sur la séquence. En quelques mots, une évaluation de la qualité de la 
correspondance basée sur la densité nucléosomale fait une correspondance pour chaque paire 
de base entre les données in vivo et in vitro, alors que la mesure de positionnement se base sur 
la distance entre les centres des séquences mononucléosomales. La différence entre les deux 
notions est probablement mieux illustrée par la Figure 5-1. Stein et al. (2010) soulignent que 
la méthode basée sur la densité nucléosomale est vulnérable aux biais de séquençage observés 
surtout sur des longues séquences (Harismendy et al., 2009). 
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Les modèles de séquences bâtis dans le chapitre 2 permettent de classifier des séquences qu'on 
sait comme étant liées par un nucléosome comme étant plus probable d'accueillir un 
nucléosome H2A.Z ou H2A. Étant donné les contestations énoncées précédemment de 
l'importance de la séquence pour le positionnement des nucléosomes in vivo, il est pertinent 
de se demander si ces modèles sont valides. Je crois que oui, et que les problèmes entraînant 
les remises en questions énoncées ne s'appliquent pas à notre étude. Premièrement, nous ne 
cherchions pas à expliquer le positionnement de tous les nucléosomes in vivo à partir de la 
séquence, mais seulement à distinguer les séquences correspondant à des nucléosomes 
possédant le variant d'histone H2A.Z ou non. Le fait que « seulement » entre 20% et 50% du 
positionnement des nucléosomes peuvent être expliqués par la séquence in vivo ne devrait pas 
nous empêcher de chercher si un patron de séquence existe. Deuxièmement, les nucléosomes 
contenant le variant d'histone H2A.Z ont une position plus stable, ce qui pourrait indiquer une 
plus grande affinité de séquence. 
Dans le chapitre 3, une méthodologie pour la détection de la position de nucléosomes a été 
proposée qui utilise une mesure de densité nucléosomale. Étant donné les problèmes possibles 
avec cette mesure mis en évidence par Stein et al. (2010), il convient d'analyser si la 
méthodologie proposée serait vulnérable aux mêmes problèmes. Premièrement, les séquences 
ne sont pas utilisées pour bâtir un modèle de liaison à l'ADN ni effectuer une prédiction. 
Conséquemment, l'utilisation de la densité nucléosomale ne se butte pas aux mêmes 
problèmes rencontrés par Kaplan et al. (2009). Deuxièmement, puisque l'utilisation faite du 
modèle de Markov caché permet de détecter les transitions entre les régions d'ADN charnière 
et les régions avec nucléosomes bien positionnés ou avec des nucléosomes « fuzzy », cela a 
effectivement pour effet de détecter la position du nucléosome. Il est vrai que la mesure de 
performance des données simulées est basée sur une comparaison pour chaque paire de base, 
mais si on observe la Figure 3-11, on constate que la majorité des erreurs concernent les 
transitions lentes entre l'état « fuzzy » et « ADN charnière », qui peuvent s'étendre sur 
plusieurs nucléotides. Conséquemment, la méthode d'évaluation de la performance basée sur 
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une comparaison à chaque paire de base constitue une sous-évaluation de la performance de 
l'algorithme. 
5.2 Dépendance sur les modifications post-traductionnelles pour le 
positionnement de nucléosomes H2A.Z 
Une des conclusions principales de l'article présenté au chapitre 2 est que la modification 
post-traductionnelle H3K18ac est celle qui permettait de mieux distinguer les régions où il y a 
évidence de déposition d'H2A.Z de celles qui n'en ont pas à l'échelle du génome, du moins 
dans des cellules humaines (Gervais et Gaudreau, 2009). Cette observation intéressante 
pourrait avoir une signification biologique et orienter la recherche d'un mécanisme de 
déposition de H2A.Z à l'échelle génomique dans des cellules humaines. Je m'attarderai donc à 
la description de la littérature pertinente à cette modification, et montrerai un possible lien 
entre H3K18ac et la déposition d'H2A.Z in vivo. 
La protéine d'adénovirus ela cause la relocalisation de p300/CBP à certains promoteurs, 
limitant l'acétylation de H3K18 à ceux-ci, permettant leur activation et l'entrée dans le cycle 
cellulaire (Ferrari et al., 2008). En effet, l'interaction entre ela avec p300/CBP entraîne une 
réduction de 3x fois de l'acétylation de H3K18 globale, puisque l'atténuation de CBP et p300 
entraîne une hypoacétylation à ce résidu (Horwitz et al., 2008). D'une façon similaire, 
l'antigène grand T du virus SV40 interagit avec p300/CBP (Ahuja et al., 2005; Lill et al., 
1997), causant une stimulation de la progression dans le cycle cellulaire et une 
hypoacétylation de H3K18 (Horwitz et al., 2008). Chez les gènes sensibles à l'œstrogène, la 
lysine 18 de l'histone H3K18 est acétylée par p300/CBP suite à une stimulation à l'œstrogène 
(Lupien et al., 2009). 
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L'acétylation de H3K18 a une importance dans le pronostic de néoplasies, et est retrouvé à 
plusieurs gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, à la fois en conditions 
d'activation et de répression (Gatta et Mantovani, 2010). Par exemple, son hypoacétylation est 
liée à un mauvais pronostic pour les carcinomes de cellules rénales (Mosashvilli et al., 2010), 
pour les carcinomes mammaires (Elsheikh et al., 2009), pour les adénocarcinomes du pancréas 
(Manuyakorn et al., 2010), à et son hyperacétylation globale est liée à un moins bon pronostic 
tumeurs de la prostate (Bianco-Miotto et al., 2010; Dai et al., 2006), pour les carcinomes des 
cellules squameuses de l'œsophage (I et al., 2010). H2A.Z, d'une façon similaire à H3K18ac, 
a aussi été impliqué dans le la régulation de gènes impliqués dans le cycle cellulaire et dans le 
pronostic associé à de cellules tumorales (Gévry et al., 2007; Rhodes et al., 2004; Svotelis et 
al., 2009; Svotelis et al., 2010). 
5.3 Perspectives 
Dans l'introduction de cette thèse, il a été question de la dualité de la recherche stimulée par 
les hypothèses et celle stimulée par les données. Je propose une expérience supplémentaire 
stimulée par les données qui permettraient d'étendre les résultats de cette thèse. 
5.3.1 Positionnement dépendant de la séquence de nuciéosomes comportant le variant 
d'histone H2A.Z 
Notre publication du chapitre 2 indique que la distribution des nuciéosomes comportant le 
variant d'histone H2A.Z pourrait être dictée en partie par la séquence d'ADN sous-jacente 
(Gervais et Gaudreau, 2009). Une expérience conceptuellement simple, mais pour l'instant 
plutôt onéreuse, serait de déterminer à quel point le positionnement des nuciéosomes 
comportant le variant d'histone H2A.Z dépend de la séquence d'ADN sous-jacente. 
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Essentiellement, il faudrait répliquer les expériences de Kaplan et al. (2009) en utilisant une 
proportion physiologique de particules nucléosomales comportant le variant d'histone H2A.Z. 
Pour arriver aux conclusions principales de leur article, Kaplan et al. (2009) ont dû séquencer 
de l'ADN mononucléosomal provenant de nucléosomes reconstitués sur de l'ADN génomique 
déprotéinisé en deux réplicats, générant environ 10 millions de séquences pour chaque 
réplicat. Il ne serait pas nécessaire de répéter leur séquençage (en six réplicats) des positions 
des nucléosomes in vivo si l'ADN génomique utilisé provient de la même souche de levure. À 
première vue, il ne semble pas que deux expériences de séquençage soient trop dispendieuses 
pour plusieurs laboratoires. Cependant, les auteurs laissent suggérer qu'il soit nécessaire 
d'optimiser la quantité de particules nucléosomales à reconstituer sur l'ADN, dans une quantité 
sous-physiologiques, pour empêcher la reconstitution d'une chromatine insoluble réfiractaire à 
la digestion à la nucléase micrococcale. Moins de laboratoires peuvent se permettre d'effectuer 
des optimisations lorsque le coût de chaque expérience avoisine le millier de dollars. 
Dans le but de vérifier à quel point la présence de particules nucléosomales comportant le 
variant d'histone H2A.Z a une influence dépendante de la séquence d'ADN sous-jacente seule, 
sur le positionnement global des nucléosomes, il faudrait comparer le positionnement des 
séquences mononucléosomales obtenues de la même façon que Kaplan et al. (2009). Si, en 
présence d'une proportion physiologique de particules nucléosomales comportant le variant 
d'histone H2A.Z, le positionnement global des nucléosomes se rapproche plus de ce qui est 
observé in vivo, on s'attend à observer une amélioration de la corrélation observée entre le 
positionnement des nucléosomes reconstitués in vitro et le positionnement observé in vivo. Si 
la présence de particules nucléosomales comportant le variant d'histone H2A.Z n'est peu ou 
pas dépendante de la séquence intrinsèque, on ne s'attend pas à voir une augmentation de cette 
corrélation. Cependant, si une amélioration est observée, il devient pertinent de se demander si 
celle-ci est due au fait que les nucléosomes possédant le variant d'histone H2A.Z sont disposés 
préférentiellement à certains endroits dans le génome, et si ces positions « forcées » par la 
séquence, spécifique aux nucléosomes comportant le variant d'histone H2A.Z, influence par 
encombrement stérique et positionnement thermodynamique le positionnement des 
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nucléosomes environnants qui peuvent ne pas comporter ce variant d'histone. En d'autres 
mots, il est possible que l'influence du positionnement spécifique de nucléosomes comportant 
le variant d'histone H2A.Z s'étende aux nucléosomes environnants. Afin de confirmer que 
l'amélioration de la corrélation entre le positionnement in vivo et in vitro est bien dû au 
positionnement des nucléosomes contenant H2A.Z aux mêmes positions qu'observé in vivo et 
in vitro, ces expériences devraient être suivies d'un ChIP-Seq utilisant des anticorps dirigés 
contre H2A.Z. Le positionnement de ces nucléosomes devrait ultimement être comparé avec 
les positions publiées par Albert et al. (2007). 
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Un des objectifs premiers de cette thèse était d'identifier des facteurs épigénétiques ou 
génétiques qui distinguent les régions où il y a eu déposition du variant d'histone H2A.Z. 
L'avènement de technologies de séquençage à haut débit couplé à l'immunoprécipitation de la 
chromatine a permis de déterminer avec précision la localisation à l'échelle génomique des 
nucléosomes contenant le variant d'histone H2A.Z dans une lignée de cellules humaines 
(Barski et al, 2007). Les données publiées par le laboratoire de Zhao ont permis de donner un 
riche contexte chromatinien à analyser conjointement à la présence de H2A.Z (Barski et al, 
2007; Wang et al, 2008). Nous avons exploité ces données pour parvenir aux conclusions 
principales de notre premier article (Gervais et Gaudreau, 2009). 
En effet, nous avons démontré que la modification post-traductionnelle des histones qui 
distingue le mieux les régions possédant ce variant d'histone de celles qui ne l'ont pas est 
l'acétylation de la lysine 18 de l'histone canonique H3. Cette information permettra d'orienter 
la recherche d'un mécanisme de ciblage de la déposition de H2A.Z à l'échelle génomique 
dans des cellules humaines. D'autres expériences (comme celles mentionnées dans la 
discussion) permettraient de clarifier l'implication de signaux génétiques ou épigénétiques qui 
à eux seuls pourraient être en mesure de cibler le positionnement de nucléosomes contenant 
H2A.Z à une majorité de promoteurs. 
De plus, il semble qu'un signal d'ADN distingue lui aussi les régions qui possèdent ce variant 
d'histone de celles qui ne le possèdent pas. Le modèle utilisé pour identifier ce signal laisse 
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croire qu'il pourrait être lié à la rigidité de la séquence d'ADN sous-jacente, ce qui pourrait 
avoir un lien avec la stabilité différentielle des nucléosomes possédant ou non le variant 
d'histone H2A.Z. 
Le troisième chapitre de cette thèse a permis la détermination d'un nombre important de cibles 
d'intérêt utilisées pour le reséquençage sélectif dont différents promoteurs (p21, pS2, la 
région intergénique CYP1A1-CYP1A2, des gènes cibles de p53 ou de AhR) et à des 
amplificateurs transcriptionnels liés par p53 ou potentiellement liés par AhR. La méthode 
expérimentale d'isolation de fragments d'ADN mononucléosomaux mise au point permet 
d'obtenir des échantillons de qualité et de quantité suffisante pour leur utilisation pour des 
applications de séquençage à haut débit. La méthode informatique d'analyse des résultats 
permet de positionner des nucléosomes à partir de données de séquençage à haut débit et a été 
validée sur des données simulées. La performance obtenue sur des données simulées est de 
87.0%. 
Finalement, le dernier chapitre concerne l'outil PCRTiler que nous avons publié. Celui-ci avait 
comme objectif de simplifier et d'automatiser la sélection de multiples paires d'amorces PCR 
contiguës à un ou plusieurs loci génomiques (Gervais et al., 2010). Les amorces suggérées par 
ce serveur ont été validées expérimentalement sur 123 loci génomiques contiguës dans la 
région intergénique des gènes CYP1A1 et CYP1A2. Parmi celles-ci, 96 (78%) ont fonctionné 
dès les premiers essais, et 10S (85%) ont fonctionné après une légère optimisation des 
conditions expérimentales. Depuis son installation, le serveur mis à la disposition du public a 
été utilisé pour concevoir plus de 15,000 paires d'amorces et pour ce faire a exécuté plus de 
450,000 recherches d'homologies en utilisant le programme BLAST. Ces statistiques ne 
tiennent pas compte des gens qui ont installé leur propre serveur PCRTiler. 
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ANNEXE A - LISTE DES GÈNES CIBLES DE P53 
Ce tableau est une annexe du chapitre 3. La méthode ayant mené à la sélection de cette liste de 
gène est décrite dans le texte du chapitre. 
Table A- 1 Liste des gènes cibles de p53 
Gène Source(s) Description 
ADRB1 (Wei et al., 2006) beta-1 adrenergic receptor 
AN Kl (Wei et al., 2006) ankyrin-1 
ANLN (Wingender et al., 
1996) 
actin-binding protein anillin 
ARHGAP5 (Wei et al., 2006) rho GTPase-activating protein 5 
ATF3 (Wei et al., 2006) cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3 
BAX (BAX-A) (Miyashita et Reed, 
1995) 
apoptosis regulator BAX 
BBS9(Bl) (Wei et al., 2006) protein PTHB1 
BCL2A1 (Wei et al., 2006) bcl-2-related protein Al 
BICD2 (Wei et al., 2006) protein bicaudal D homolog 2 
C2orf29 (Wei et al., 2006) hypothetical protein LOC55571 
CBLC (Wei et al., 2006) signal transduction protein CBL-C 
CCNG1 (Okamoto et Beach, cyclin-Gl 
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(CyclinG) 1994; Zauberman et 
al., 1995b) 






(Wei et al., 2006) 
(el-Deiry et al., 1993; 
Resnick-Silverman et 
al., 1998) 
(Wei et al., 2006) 
(Wei et al., 2006) 
(Wingender et al., 
1996) 
CTSD (Wu et a/., 1998) 
(CathepsinD) 
cdc42 effector protein 3 
cyclin-dependent kinase inhibitor 1 
carbohydrate sulfotransferase 12 





(Wei et al., 2006) 
(Wei et al., 2006) 
leukotriene-B(4) omega-hydroxylase 2 
DNA damage-inducible transcript 4 protein 




(Wei et al., 2006) DNA-damage regulated autophagy modulator 1 
EEA1 (Wei et al., 2006) early endosome antigen 1 
EGFR (Ludes-Meyers et al., epidermal growth factor receptor 
1996) 
EIF2AK3 (Wei et al., 2006) eukaryotic translation initiation factor 2-alpha 
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FAS (TNFRSF6) (Munsch et al., 2000) TNF receptor superfamily, member 6 
FGF2 (Wei et al., 2006) heparin-binding growth factor 2 precursor 
FRMD4A (Wei et al., 2006) FERM domain-containing protein 4A 
GDF15 (PTGF- (Tan et al., 2000) 
beta) 
GNAI1 
growth/differentiation factor 15 
(Wei et al., 2006) guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit 
GPC3 (Wei et al., 2006) glypican-3 
GSPT1 (Wei et al., 2006) eukaryotic peptide chain release factor 
HBS1L (EF-la) (Kato et al., 1997) HBSl-like protein 
HGF (Metcalfe, 1997) hepatocyte growth factor 






(Wingender et al., 
1996) 
(Buckbinder et al., 
1995) 
(Mashimo, 1998) 
(Wei et al., 2006) 
radiation-inducibie immediate-early gene IEX-1 
insulin-like growth factor-binding protein 3 
Kallmann syndrome 1 protein 
calcium-activated potassium channel subunit 
KIAA1486 
(AK055226) 
(Wei et al., 2006) hypothetical protein LOC57624 
KRT8 (Mukhopadhyay et keratin, type il cytoskeletal 8 
















(Wei et al., 2006) serine/threonine-protein kinase LATS2 
(Wei et al., 2006) latent TGFbeta binding protein 
(Wei et al., 2006) Mdm4 p53 binding protein homolog 
MET (C-MET) (Seol et al., 1999) hepatocyte growth factor receptor 
(Wei et al., 2006) 
(Wei et al., 2006) 
methylmatonic aciduria (cobalamin deficiency) 
DNA mismatch repair protein Msh6-1 
(Wei et al., 2006) v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog 
myocilin precursor 
(Wei et al., 2006) neuron navigator 3 
(Wei et al., 2006) cytoplasmic protein NCK2 
(Wei et al., 2006) neogenin 1 
(Wei et al., 2006) neuroligin-1 
NOS3 (ecNOS) (Mortensen et al., 
1999) 
nitric oxide synthase, endothelial 
(Wei et al., 2006) nuclear receptor subfamily 6 group A member 1 
(Wei et al., 2006) oxysterol-binding protein 1 
PCBP4 (MCG10) (Zhu et Chen, 2000) poly(rC)-binding protein 4 
PCDH7 
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PDPl (PPM2C) (Wei et al., 2006) [Pyruvate dehydrogenase 
PGAM2 (M- (Ruiz-Lozano et al., phosphogtycerate mutase 2 
PGAM) 1999) 
PHF14 (Wei et al., 2006) PHD finger protein 14 
PLK2 (SNK) (Wei et al., 2006; 
Wingender et al., 
1996) 
serine/threonine-protein kinase PLK2 
PPFIBP1 (Wei et al., 2006) liprin-beta-1 
PRG1 (Schâfer et al., 1998a; p53-responsive gene 1 
Schâfer et al., 1998b) 
PRODH (PIG6) (Wei et al., 2006) proline dehydrogenase 1, mitochondrial 
PTK2 (Wei et al., 2006) PTK2 protein tyrosine kinase 2 
PTPRM (Wei et al., 2006) receptor-type tyrosine-protein phosphatase mu 
RB1 (RB) (Osifchin et al., 1994) retinoblastoma-associated protein 
RPS27L (Wei et al., 2006) 40S ribosomal protein S27-like 
RRM2B (P53R2) (Tanaka et al., 2000) ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 
SCARA3 (CSR) (Han et al., 1998) scavenger receptor class A member 3 
SERPINB5 
(Maspin) 
(Zou et al., 2000) serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade 
SESN1 (PA26) (Inga et al., 2002; Qian sestrin-1 
et al., 2002) 










(Wingender et al., 
1996) 
(Wei et al., 2006) 
(Wei et al., 2006) 
STAU1 (STAU) (Wei et al., 2006) 
(Shin et al., 1995) 
sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 
SWI/SNF-related matrix-associated 
C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 
double-stranded RNA-binding protein Staufen 
protransforming growth factor alpha precursor 
(Bian et al., 1996; Sun metalloproteinase inhibitor 3 
et al., 1995) 
(Takimoto et el-Deiry, tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 
2000) 





(Wei et al., 2006) 
(Wei et ai, 2006) 
(Wei et al., 2006) 
TP53 target 1 (non-protein coding) 
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM22 
transient receptor potential cation channel 
UBP1 
USP9X 
(Wei et al., 2006) 
(Wei et al., 2006) 
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1 
probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
XPC (Wei et al., 2006) xeroderma pigmentosum, complémentation group C 
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ANNEXE B - LISTE DES GÈNES CIBLES DE AHR 
Ce tableau est une annexe du chapitre 3. La méthode ayant mené à la sélection de cette liste de 
gène est décrite dans le texte du chapitre. 
Table B-1 Liste des gènes cibles de AhR 
Gène Source(s) Description 
AGR2 (Hockley et al., 2007) anterior gradient protein 2 homolog 
CASP7 (Hockley et al., 2007) caspase-7 
CDK6 (Hockley et al., 2007) cell division protein kinase 6 
CUL4B (Hockley et al., 2007) cullin-4B 
CYP1B1 (Hockley et al., 2007) cytochrome P450 1B1 
FOXN4 (Hockley et al., 2007) forkhead box protein N4 
GLUD1 (Hockley et al., 2007) glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 
GREB1 (Hockley et al., 2007) protein GREB1 
HOXC10 (Hockley et al., 2007) homeobox protein Hox-C 10 
129 
Annexe B 
ITPRl (Hockley et al., 2007) inositol 1,4,5-trisphosphate receptortype 1 
MGST1 (Hockley et al, 2007) microsomal glutathione S-transferase 1 
MYC (Hockley et ai, 2007) myc proto-oncogene protein 
PROX1 (Hockley et al., 2007) prospéra homeobox protein 1 
PSG5 (Hockley et al., 2007) pregnancy-specific beta-l-glycoprotein S 
RERG (Hockley et al., 2007) ras-related and estrogen-regulated growth 
SERPINE1 
(PAI-1) 
(Hockley et al., 2007) plasminogen activator inhibitor 1 precursor 
SORL1 (Hockley etal., 2007) sortilin-related receptor 
SYCP2 (Hockley et al., 2007) synaptonemal complex protein 2 
TBLIXRI 
(TBL1XRL1) 
(Hockley et al, 2007) F-box-like/WD repeat-containing protein TBLIXRI 
TMEM30A (Hockley et al, 2007) cell cycle control protein 50A 
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ANNEXE C - LISTE DES COORDONNÉES DE LA LIBRAIRIE SURESELECT 
Ce tableau est une annexe du chapitre 3. La méthode ayant mené à la sélection de ces régions 
est décrite dans le texte du chapitre. 
Table C-1 Liste des coordonnées de la librairie SureSelect 
Chr. Début Fin Gène ciblé Raison de l'inclusion 
chrl 27179632 27192632 SFN Gène cible de p53 
(14-3-3sigma) 
chrl 28645512 28658512 MED18 
(FLJ20045) 
Gène cible de p53 
chrl 40829727 40842727 SMAP2 
(SMAP1L) 
Gène cible de AhR 
chrl 42990559 43003559 CCDC30 
(FLJ20972) 
Gène cible de p53 
chrl 46422136 46424136 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 65429187 65442187 JAK1 Gène cible de AhR 
chrl 68189945 68191945 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chrl 75196092 75209092 CRYZ Gène cible de p53 
chrl 94724112 94726112 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 113241276 113243276 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 120169428 120171427 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 144985826 144987825 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 153539000 153541000 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 181047637 181060637 IER5 Gène cible de p53 
chrl 181103241 181105241 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 203264663 203277663 BTG2 Gène cible de p53 
chrl 210610563 210612563 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 212769158 212771157 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 214612088 214614087 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 215174093 215176093 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 222978140 222980139 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl 234753742 234755742 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 10585453 10598453 ODC1 Gène cible de p53 
132 
Liste des coordonnées de la librairie SureSelect 
chr2 11670952 11675952 Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
chr2 24304655 24317655 TP53I3 (PIG3) Gène cible de p53 
chr2 33238601 33240600 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 37880423 37882423 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 38300323 38313323 CYP1B1 Gène cible de AhR 
chr2 48000220 48013220 MSH6 Gène cible de p53 
chr2 62805136 62807135 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 70778105 70791105 TGFA 
chr2 88924094 88937094 EIF2AK3 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
chr2 100423393 100425392 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 101775293 101777293 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 106458203 106471203 NCK2 Gène cible de p53 
chr2 118872757 118874757 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 137132403 137134403 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 150466714 150468713 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chr2 165246579 165248578 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 178034021 178036020 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 191503847 191516847 NABI Gène cible de p53 
chr2 225028185 225030184 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 226927502 226929502 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr2 240194686 240196686 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 4525031 4538031 ITPR1 Gène cible de AhR 
chr3 14217172 14230172 XPC Gène cible de p53 
chr3 26697989 26699989 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 37024840 37037840 MLH1 Gène cible de p53 
chr3 48473230 48475230 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 57048096 57050095 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 63640087 63642086 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 78915788 78917788 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 114367033 114369032 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chr3 138893740 138895739 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 156384452 156397452 TIPARP Gène cible de AhR 
chr3 173106243 173119243 NLGN1 Gène cible de p53 
chr3 176343315 176345314 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr3 178786656 178799656 ZMAT3(WIG1) Gène cible de p53 
chr4 30712036 30725036 PCDH7 
chr4 41145935 41148346 
chr4 56499465 56512465 NMU 
chr4 77346252 77359252 SHROOM3 
(ShrmL) 
chr4 78068356 78081356 CCNG2 
chr4 97946494 97948494 
chr4 114935859 114937858 
chr4 123697416 123699415 
chr4 123737862 123750862 FGF2 
chr4 157691675 157693674 
Gène cible de p53 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53, Gène cible de AhR 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Gène cible de p53 
Amplificateur avec site de liaison p53 
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chr4 173866617 173868616 Amplificateur avec site de liaison pS3 
chr4 187659324 187661323 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 36441678 36443677 Amplificateur avec site de liaison pS3 
chr5 52785715 52787715 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 57752913 57765913 PLK2(SNK) Gène cible de p53 
chr5 110845157 110858157 STARD4 Gène cible de p53 
chr5 118658674 118660674 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 129281673 129283673 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 137664516 137677516 CDC25C Gène cible de p53 
chr5 159127264 159129263 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 167114926 167116926 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr5 174630373 174632372 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr6 30709327 30722327 IER3 Gène cible de p53, Gène cible de AhR 
chr6 36625579 36660444 CDKN1A 
cbr6 74227755 74240755 EEF1A1 
chr6 106536814 106549814 PRDM1 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
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chrô 134496010 134509010 SGK1 (SGK) Gène cible de p53 
chr6 138425660 138438660 PERP Gène cible de p53 
chrô 151176690 151189690 MTHFD1L 
(FTHFSDC1) 
Gène cible de p53 
chr6 152118453 152131453 ESR1 Gène cible de AhR 
chr7 2433258 2446258 CHST12 Gène cible de p53 
chr7 14787833 14789832 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 18459616 18461615 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 25010018 25012018 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 32543851 32545851 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 34376716 34378716 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 40756162 40758162 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 44102186 44115186 PGAM2 
(M-PGAM) 
Gène cible de p53 
chr7 47595228 47597228 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 79754139 79767139 GNAI1 Gène cible de p53 
chr7 81251589 81253588 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chr7 86971808 86984808 TP53TG1 
(TP53AP1) 
Gène cible de p53 
chr7 90793306 90795306 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 92462941 92475941 CDK6 Gène cible de AhR 
chr7 105477367 105479366 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 121144963 121146963 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 137848385 137850385 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 138422444 138424444 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 151384150 151386149 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr7 152685879 152687879 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 8482536 8484535 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 25176209 25178208 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 29627170 29629170 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 41751280 41764280 ANK1 Gène cible de p53 
chr8 67035671 67037670 Amplificateur avec site de liaison p53 
138 
Liste des coordonnées de la librairie SureSelect 
chr8 81343544 81345544 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 89279271 89281271 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 94919991 94932991 PDP1 (PPM2C) Gène cible de p53 
chr8 95958615 95971615 TP53INP1 
(P53DINP1) 
Gène cible de p53 
chr8 103821661 103823661 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 126200570 126202570 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 128870466 128872466 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr8 142008332 142021332 PTK2 Gène cible de p53 
chr8 143896179 143898179 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr9 33426942 33428942 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr9 72590531 72592530 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr9 80643192 80656192 GNAQ Gène cible de p53 
chr9 84635162 84637161 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr9 113415106 113417105 Amplificateur avec site de liaison p53 
chi9 119446542 119459542 ASTN2 Gène cible de p53 
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chr9 139437238 139450238 NOTCH1 Gène cible de p53 
chrlO 14369866 14382866 FRMD4A Gène cible de p53 
chrlO 36470542 36472541 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlO 54064040 54077040 DKK1 Gène cible de p53 
(Dickkopf-1) 
chrlO 73005786 73007786 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlO 79394577 79407577 KCNMA1 Gène cible de p53 
chrlO 89601996 89603996 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlO 90740287 90753287 FAS (TNFRSF6) Gène cible de p53 
chrlO 101802989 101804988 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlO 102096771 102109771 SCD Gène cible de p53 
chrlO 115784029 115786029 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlO 119215126 119217126 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrll 802245 815245 LRDD (PIDD) Gène cible de p53 
chrll 5700918 5713918 TRIM22 Gène cible de p53 
chrll 12086635 12088635 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chrll 34706114 34708113 
chrll 47226492 47239492 DDB2 
chrll 66780189 66793189 SYT12 
Amplificateur avec site de liaison pS3 
Gène cible de p53 
Gène cible de AhR 
chrll 68104479 68106478 
chrll 88287454 88289454 
chrll 121355640 121360640 
chrll 125429297 125442297 EI24 
chrl2 6593297 6606297 NCAPD2 
(CNAP1) 
chrl2 15364483 15369483 
chrl2 15407183 15412183 
chrl2 16496350 16509350 MGST1 
chrl2 27667044 27680044 PPFIBP1 
chrl2 46763645 46776645 SLC38A2 
chrl2 48856447 48869447 ANP32D 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
Gène cible de AhR 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
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chrl2 52582784 52595784 KRT80 Gène cible de p53 
(LOC1445Q1) 
chrl2 54358783 54363783 Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
chrl2 57440893 57453893 MYOIA 
chrl2 78215068 78228068 NAV3 
chrl2 88971250 88984250 KITLG 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
chrl2 92011042 92013041 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl2 93320107 93333107 EEA1 Gène cible de p53 
chrl2 102261104 102274104 DRAM1 
(FLJ11259) 
Gène cible de p53 
chrl2 109744025 109757025 FOXN4 Gène cible de AhR 
chrl3 21632722 21645722 LATS2 Gène cible de p53 
chrl3 27976076 27978076 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl3 48867882 48880882 RB1 (RB) Gène cible de p53 
chrl3 84515054 84517053 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chrl3 100731268 100744268 PCCA Gène cible de p53 
chrl3 111564416 111577416 ANKRD10 Gène cible de p53 
chrl3 111614846 111616846 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl4 32536494 32549494 ARHGAP5 Gène cible de p53 
chrl4 35682772 35684771 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl4 51066391 51068390 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl4 52532946 52545946 NID2 Gène cible de p53 
chrl4 59922022 59924022 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl4 67398335 67400922 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl4 75735480 75748480 FOS (C-FOS) Gène cible de p53 
chrl5 31390924 31403924 TRPM1 Gène cible de p53 
chrl5 63446741 63459741 RPS27L Gène cible de p53 
chrl5 74189037 74191036 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl5 80260643 80273643 BCL2A1 Gène cible de p53 
chrl5 92611017 92613016 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl5 99296736 99298735 Amplificateur avec site de liaison p53 
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chrl6 3888476 3890476 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl6 14493380 14495379 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl6 20915547 20917546 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl6 50727638 50730179 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl6 55505473 55518473 MMP2 Gène cible de p53 
chrl6 66956439 66969439 RRAD Gène cible de p53 
chrl6 69437418 69439418 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrlô 89507881 89509880 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl7 15838230 15851230 ADORA2B Gène cible de p53 
chrl7 19655969 19657968 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl7 26608794 26610793 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl7 49195226 49208226 SPAG9 Gène cible de p53 
chrl7 58745171 58758171 BCAS3 Gène cible de p53 
chrl7 67602725 67604725 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl7 70107160 70120160 SOX9 Gène cible de AhR 
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chrl8 7557313 7570313 PTPRM 
chrl8 43649250 43662250 PSTPIP2 
chrl8 44494466 44507466 PIAS2 
chrl8 55806564 55819564 NEDD4L 
chrl8 61134143 61147143 SERPINB5 
(Maspin) 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
Gène cible de p53 
chrl9 6576484 6578484 
chrl9 12893250 12898250 
Amplificateur avec site de liaison p53 
Amplificateur avec motif reconnu par 
AhR 
chrl9 15741706 15754706 CYP4F3 Gène cible de p53 
chrl9 18474536 18476814 
chrl9 43687688 43700688 PSG5 
Amplificateur avec site de liaison p53 
chrl9 18486967 18499967 GDF15 Gène cible de p53 
(PTGF-beta) 
Gène cible de AhR 
chrl9 43843207 43856207 PRG1 Gène cible de p53 
chrl9 45823233 45836233 CKM (MCK) Gène cible de p53 
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chr!9 49448116 49461116 BAX(BAX-A) Gène cible de p53 
chr20 7751955 7753954 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr20 17829794 17831793 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr20 33827848 33829847 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr20 35721410 35734410 RBL1 Gène cible de p53 
chr20 47801904 47814904 STAU1 (STAU) Gène cible de p53 
chr20 58504209 58517209 SYCP2 Gène cible de AhR 
chr21 43783644 43796644 TFF1 Gène contrôle 
chr21 45763483 45776483 TRPM2 Gène cible de p53 
chr22 21359441 21372441 P2RX6(P2XM) Gène cible de p53 
chi22 25290187 25292186 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr22 30130851 30132851 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr22 36767041 36769040 Amplificateur avec site de liaison p53 
chr22 46682637 46695637 GTSE1 (B99) Gène cible de p53 
chrX 17565257 17567256 Amplificateur avec site de liaison p53 
chrX 119691817 119704817 CUL4B Gène cible de AhR 
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Disponibilité du code développé 
ANNEXE D - DISPONIBILITE DU CODE DEVELOPPE 
Les résultats présentés dans cette thèse peuvent être répliqués à partir de fichiers exécutables 
qui peuvent être téléchargés. Ils sont divisés en trois modules, correspondant chacun à un 
chapitre de cette thèse. Un effort particulier a été investi pour permettre d'automatiser au 
maximum la méthodologie utilisée. Les adresses électroniques où ces modules peuvent être 
téléchargés sont détaillées dans la Table D-1. 
Le premier module, contenant le source ayant mené à la publication du chapitre 2, 
« Discrimination des nucléosomes contenant ou non le variant d'histone H2A.Z », permet de 
télécharger les données de séquençage à haut débit, reproduire les analyses, générer les figures 
et le PDF de l'article à partir d'une seule commande. Il nécessite un environnement Linux 
pour son exécution. Il suffit d'extraire le contenu du module, et de taper la commande 
« make » suivie de la touche ENTER. 
Le deuxième module, contenant le code source ayant mené aux données présentées dans le 
chapitre 3, « Étude du positionnement des nucléosomes à p2lWAF1/CIPI par reséquençage 
sélectif », permet de télécharger les données de sites de liaison p53 et des coordonnées 
d'amplificateurs, de télécharger les génomes humains (hgl7, hgl8, et hgl9), d'effectuer la 
conversion des coordonnées des amplificateurs et des sites de liaison de p53 en utilisant 
BLAST, d'identifier les sites de liaison de AhR, de déterminer les coordonnées à inclure dans 
la librairie de séquençage, de valider les séquences qu'elle contient, de simuler des données 
SureSelect qui pourraient être générées à partir de cette librairie, de prédire le positionnement 
des nucléosomes à partir de ces lectures simulées et d'évaluer la performance de l'algorithme 
de détermination du positionnement des nucléosomes. Il suffît d'extraire le module et taper la 
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commande « make » suivie de la touche ENTER. L'exécution de ce module nécessite un 
environnement Mac OSX. 
Le troisième module, contenant le code source ayant mené à la publication du chapitre 4, 
« PCRTiler : Conception automatisée de paires d'amorces contiguës et spécifiques à un locus 
génomique », permet d'installer le logiciel PCRTiler sur un serveur linux. Il suffit d'extraire le 
module et de taper la commande « ./install.sh » suivie de la touche ENTER. L'adresse du 
serveur public présentement en fonction est http://pcrtiler.alaingervais.org:8080/ 
/PCRTiler/indexjsp. 
Table D- 1 Adresses de téléchargement des modules ayant généré les données de cette 
thèse 
Module Chapitre Adresse 




Abbott, D.W., Ivanova, V.S., Wang, X., Bonner, W.M., and Ausiô, J. (2001). Characterization 
of the stability and folding of H2A.Z chromatin particles: implications for transcriptional 
activation. The Journal of biological chemistry 276,41945-41949. 
Adam, M., Robert, F., Larochelle, M., and Gaudreau, L. (2001). H2A.Z is required for global 
chromatin integrity and for recruitment of RNA polymerase II under spécifié conditions. 
Molecular and cellular biology 21, 6270-6279. 
Adolph, K.W., Liska, D.J., and Bomstein, P. (1997). Analysis of the promoter and 
transcription start sites of the human thrombospondin 2 gene (THBS2). Gene 193,5-11. 
Ahuja, D., Sâenz-Robles, M.T., and Pipas, J.M. (2005). SV40 large T antigen targets multiple 
cellular pathways to elicit cellular transformation. Oncogene 24, 7729-7745. 
Albert, I., Mavrich, T.N., Tomsho, L.P., Qi, J., Zanton, S.J., Schuster, S.C., and Pugh, B.F. 
(2007). Translational and rotational settings of H2A.Z nucleosomes across the Saccharomyces 
cerevisiae genome. Nature 446, 572-576. 
Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., and Walter, P. (2002). Molecular 
Biology of the Cell, Fourth Edition, 4 edn (Garland Science). 
Allis, C.D., Glover, C.V., Bowen, J.K., and Gorovsky, M.A. (1980). Histone variants spécifié 
to the transcriptionally active, amitotically dividing macronucleus of the unicellular eucaryote, 
Tetrahymena thermophila. Cell 20, 609-617. 
Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., and Lipman, D.J. (1990). Basic local 
alignment search tool. Journal of molecular biology 215,403-410. 
Anderson, J.D., and Widom, J. (2001). Poly(dA-dT) promoter elements increase the 
equilibrium accessibility of nucleosomal DNA target sites. Molecular and cellular biology 21, 
3830-3839. 
Angelov, D., Molla, A., Perche, P.-Y., Hans, F., Côté, J., Khochbin, S., Bouvet, P., and 
Dimitrov, S. (2003). The histone variant macroH2A interferes with transcription factor 
binding and SWI/SNF nucleosome remodeling. Molecular cell 11, 1033-1041. 
Attardi, L.D., Reczek, E.E., Cosmas, C., Demicco, E.G., McCurrach, M.E., Lowe, S.W., and 
Jacks, T. (2000). PERP, an apoptosis-associated target of p53, is a novel member of the PMP-
22/gas3 family. Genes & development 14, 704-718. 
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